r ENT COOPERATION TRE 



EO/US 
PCT/EP00/00602 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61.2) 


To: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing: 

03 August 2000 (03.08.00) 




International application No.: 

PCT/EP00/00602 


Applicant's or agent's file reference: 
5181/OA/WO-lm 


International filing date: 

27 January 2000 (27.01.00) 


Priority date: 

29 January 1999 (29.01.99) 


Applicant: 

KARL, Johann et at 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X | in the demand filed with the International preliminary Examining Authority on: 
25 May 2000 (25.05.00) 

| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X | was 

| I was not 



made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer: 


34, chemin des Colombettes 




121 1 Geneva 20, Switzerland 


J. Zahra 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22)338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



3432178 



■ DAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL ( 
NITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANIS] 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Roche Diagnostics GmbH 
Sandhofer Str. 116 

68305 Mannheim 



RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7.1 by the 

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 



Identification reference given by the DEPOSITOR: 

MAK<proBNP>M 10.1.11 



Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY; 

DSM ACC23 8 6 



II. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under I. above was accompanied by: 

( ) a scientific description 

( ) a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



III. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under I. above, which was received by it on 1999-01-26 
(Date of the original deposit)'. 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on (date of original deposit) 
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on (date of receipt of request 
for conversion). 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg lb 
D-38I24 Braunschweig 



Signature(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized ofTicial(s): 

(/. Wat 6, 

Date: 1999-02-11 



Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
Form DSMZ-BP/4 (sole page) 0196 



^^fDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL 
RWKnITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANIsl^ 

FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Roche Diagnostics GmbH 
Sandhofer Str. 116 

683 05 Mannheim 

VIABILITY STATEMENT 

issued pursuant to Rule 10.2 by the 

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



I. DEPOSITOR 


II. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: Roche Diagnostics GmbH 
Sandhofer Str. 116 

Address: 

683 05 Mannheim 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 
DSM ACC23 8 6 

Date of the deposit or the transfer 1 : 
1999-01-26 



III. VIABILITY STATEMENT 



The viability of the microorganism identified under II above was tested on 1999-01-27 2 . 
On that date, the said microorganism was 



(X) s viable 

( )* no longer viable 



IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg lb 
D-38I24 Braunschweig 



Signature(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 

Date: 1999-02-11 



Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit < 
date of the transfer). . 
In the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability tesL 
Mark with a cross the applicable box. 

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 



Form DSMZ-BP/9 (sole page) 0196 



ft 



DAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL 
ITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANIS 1 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



Roche Diagnostics GmbH 
Sandhofer Str. 116 

68305 Mannheim 



INTERNATIONAL FORM 



RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7.1 by the 

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 



Identification reference given by the DEPOSITOR: 

MAK<proBNP>M 13.4.14 



Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM ACC23 87 



II. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under I. above was accompanied by: 

( ) a scientific description 

( ) a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



III. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under I. above, which was received by it on 19 9 9-01-26 
(Date of the original deposit) 1 . 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on (date of original deposit) 
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on (date of receipt of request 
for conversion). 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIfCROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Signature(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized official(s): 

Date: 1999-02-11 



Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
Form DSMZ-BP/4 (sole page) 0196 



^^UDAPEST TREATY ON THE INTERN ATI ON AL^^k 
I^^rNITION OF THE DEPOSIT OF MICRO ORG AN i^^v 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Roche Diagnostics GmbH 
Sandhofer Str. 116 

68 3 05 Mannheim 

VIABILITY STATEMENT 
issued pursuant to Rule 10.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 



L DEPOSITOR 


II. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: Roche Diagnostics GmbH 
Sandhofer Str. 116 

Address: 

683 0 5 Mannheim 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 
DSM ACC23 87 

Date of the deposit or the transfer': 
1999-01-26 



III. VIABILITY STATEMENT 



The viability of the microorganism identified under II above was tested on 1999-01-27 2 . 
On that date, the said microorganism was 



(X) J viable 

( Y no longer viable 



IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSM2-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Signature(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized offlcial(s): 

Date: 199 9-02-11 



Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or 
date of the transfer). 

In the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability test 
Mark with a cross the applicable box. 

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 



Form DSM2-BP/9 (sole page) 0196 



VERTRAG Cft DIE INTERNATIONALE ZUSj^flENARBEIT f/fPVff 
Al|W>EM GEBIET DES PATENTWESPnS kaj 



Absender: ANMELDEAMT 



An 



ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 

- Patentabteilung - 

D-68298 Mannheim 
ALLEMAGNE 



Jg 



Roche Diagnostics GmbH | Ab 

Patentabteilung 



—5 



Si 



Kn 



28. Feb. 2000 



Ko 1 Kil 'j"s pTf 




PCT 



MITTEILUNG DES INTERNATIONALEN 
AKTENZE1CHENS UND DES 
NTERNATIONALEN ANMELDEDATUMS 



(Regel 20.5.c) PCT) 



SLbrendedatum 



( TagjMonatjJahr) 



23. 01 2000 



Akienzeichen des Anmelders oder Anwalts 
5181/0A/W0-Im 



WICHTIGE MITTEILUNG 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/ EP 00/ 00602 



Internationales Anmeldedatumf Tag/Monat/Jahr) 
27/01/2000 



Prioritatsdatumf Tag,'MonatfJahr) 
29/01/1999 



Anmelder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 



Bezeichnung der Erfindung 



1. Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB der internationalen Anmeldung das oben genannte Internationale Aktenzeichen und internationale 
Anmeldedatum zuerkannt worden ist. 

2. Weiterhin wird dem Anmelder mitgeteilt, dafi das Aktenexamplar der internationalen Anmeldung dem Internationalen Buro am 

oben angegebenen Absendedatum ubermittelt worden ist. 

3. X Sonstiges: 



Bitte beachten Sie, da JP benannt wurcle, dass es notwendig ist, die Seiten, die sich auf 
die Hinterlegung biologischen Materials beziehen, in die Beschreibung miteinzubeziehen, 
da hier, aber nicht in der Beschreibung, die Eingangsnummern den Hinterlegungen 
zugeordnet wurden. 

Dadurch erhoht sich die Anzahl der Seiten insgesamt urn 4 Seiten; demzufolge wird 
ein Betrag in Hohe von EUR 36* von Ihrem Konto bei der Abt. Kasse und Rechnungswesen 
in Munchen.abgebucht werden, in Ubereinstimmung mit dem von Ihnen gegebenen 
Zahlungsauftrag. 

*NB: Verringert urn EUR 9,-- wegen der Oberzahlung der int. Gebuhr von EUR 413,-- 
+ EUR 50,- 



* Das Internationale Buro uberwacht die Lfbermittlung des Aktenexemplars durch das Anmeldeamt und unterrichtet den Anmelder Qber 
dessen Eingang (mit Formblatt PCT/IB/301). Ist das Aktenexemplar bei Ablauf des vierzehnten Monats nach dem Priori tatsdatum 
noch nicht eingegangen, leilt das Internationale Buro dies dem Anmelder mit (Regel 22.1.c)). 



Name und Postanschrift des Anmeldeamts 




Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: ( + 31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



B.L.R PETHER 



Formblall PCT.RO.IOS (0792) P20404 



IPEA/ 



P C T 



Kapitel II 



ANTRAG AUF INTERNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Artikel 31 des Vertrags iiber die Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens: 
Der (die) Unterzeichnete(n) beantragt (beantragen), daB fur die nachstehend bezeichnete internatioale Anmeldung 
die internationale voriaufige Prufung nach dem Vertrag iiber die Internationale Zusammenarbeit auf dem 
Gebiet des Patentwesens durchgefuhrt wird und benennt hiermit als ausgewahlte Staaten 
alle auswahlbaren Staaten (soweit nichts anderes angegeben). 

Von der mit der internattonalen vorlaufigen Prufung beauftragten Behbrde auszufiillen 



Bezeichnung der IPEA 



Eingangsdatum des ANTRAGS 



Feld Nr. I KENNZEICHNUNG DER INTERNATIONALEN ANMELDUNG 


Aktenzeichen des Anmelders oder des An waits 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/00602 


Internationales Anmeldedatum 
27. Januar 2000 
(27.01.2000) 


(FrQriesteTFi^rioritatstag) 
29. Januar 1999 
(29.01.1999) 



Bezeichnung der Erfindung 



Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP 



Feld Nr. II ANMELDER 

Name und Anschrift: ~ " I Telefonnr.: 

0621/759-3215 

Roche Diagnostics GmbH Telefaxnr.: 

0621/759-4457 

D-68298 Mannheim 
DEUTSCHLAND 



Staatsangehorigkeit (Staat) 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Name und Anschrift: 




KARL, Johann 
Bert-Schratzlseer-Strasse 7 




D-82380 Peissenberg 
DE 




Staatsangehorigkeit (Staat) 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Name und Anschrift: 




LILL, Helmut 
Blumenstrasse 15a 




D-82407 Wielenbach 
DE 




Staatsangehorigkeit (Staat) 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



03 Weitere Anmelder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Blatt 1) (Juli 1998; Nachdruck Januar 2000) 



• # 



Blatt Nr. 2 


Internationales Aktenzeichen 
I PCT/EP00/00602 


Fortsetzung von Feld Nr. II ANMELDER 




Name una Anschrift: 




STAHL, Peter 

Nirfoncfraeca *i O 
nil iciidLidooc 1^ 




D-82347 Bernried 
DE 




Staatsangehdrigkeit (Staat) 
DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


Name und Anschrift: 




KRUEGER, Kerstin 

VValUcSIUSl *t 




D-81377 Muenchen 
DE 




Staatsangehdrigkeit (Staat) 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Name und Anschrift: 




BORGYA, Anneliese 

Tsnnpnctrscco 1 

i ullilcilollaadC I 




D-82402 Seeshaupt 
DE 




Staatsangehorigkeit (Staat) 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Name und Anschrift: 




GALLUSSER, Andreas 
Am Ferchenholz 10 




D-82377 Penzberg 
DE 




Staatsangehorigkeit (Staat) 
CH 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


□ Weitere Anmelder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Fortsetzungsblatt) (Juli 1998; Nachdruck Januar 2000 



BlattNr. 3 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/00602 



Feld Nr. Ill ANWALTODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person ist Anwalt gemeinsamer Verteter 

und gj ist vom (von den) Anmelder(n) be re its friiher bestellt worden und vertritt ihn (sie) auch fur die 

internationale vorlaufige Prufung 
[""[ wird hiermit bestellt; eine etwaige fruhere Bestetlung eines Anwalts/gemeinsamen Vertreters wird hiermit 

widerrufen. 

r-j wird hiermit zusatzlich zu dem bereits friiher bestellten Anwalt/gemeinsamen Vertreter, nur fur das 
Verfahren vor der mit der internationalen Prufung beauftragten Behorde bestellt. 



Name und Anschrift: 



Roche Diagnostics GmbH 
- Patentabteilung - 
D-68298 Mannheim 



Telefonnr.: 
0621/759-3215 



Telefaxnr.: 
0621/759-4457 



| — | Zustellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und 
statt dessen im obigen Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben wird. 



Feld Nr. IV GRUNDLAGE DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN PRUFUNG 



Erklarung betreffend Anderungen: 

1. Der Anmelder wunscht, daft die Internationale vor laufige PrDfung auf der Grundlage 

r~| der internationalen Anmeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung 

der Beschreibung n . . -•»»_- • ^ 

a I— I in der ursprunglich eingereichten Fassung 

unter Berucksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 
der Patentanspruche Q jn der urS p run g|j cn eingereichten Fassung 

□ unter Berucksichtigung der Anderungen nach Artikel 19 
(ggf. zusammen mit Begleitschreiben) 

unter Berucksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 
der Zeichnungen Q ursprunglich eingereichten Fassung 

□ unter Berucksichtigung der Anderu 
ngen nach Artikel 34 

aufgenommen wird. 

2. Der Anmelder wunscht, daft jegtiche nach Artikel 19 eingereichte Anderung der Anspruche als iiberholt angesehen 
— wird. 

3. I — | Der Anmelder wunscht, daft der Beginn der internationalen vorlaufigen Prufung bis zum Ablauf von 20 Monaten ab 

dem Prioritatsdatum aufgeschoben wird, sofern die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
nicht eine Kopie nach Artikel 19 vorgenommener Anderungen oder eine Erklarung des Anmelders erhalt, daft er 
keine solchen Anderungen vornehmen will (Regel 69.1 Absatz d). 

* Wenn kein Kastchen angekreuzt wird, wird mit der internationalen vorlaufigen Prufung auf der Grundlage der 
internationalen Anmeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung begonnen; wenn eine Kopie der 
Anderungen der Anspruche nach Artikel 19 und/oder Anderungen der internationalen Anmeldung nach 
Artikel 34 bei der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten Behorde eingeht, bevor diese mit der 
Erstellung eines schriftlichen Bescheids oder des internationalen vorlaufigen Prufungsberichts begonnen hat, 

wird jedoch die geanderte Fassung verwendet. 



Sprache fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung: deutsch _ 

|y| dies Ist die Sprache, in der die internationale Anmeldung eingereicht wurde. 

p-| dies ist die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht wurde 
r~j dies ist die Sprache der Veroffentlichung der internationalen Anmeldung 

I — I dies ist die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht 
— wurde/wird. 



Feld Nr. V BENENNUNG VON STAATEN ALS AUSGEWAHLTE STAATEN 



Der Anmelder benennt hiermit als ausgewahlte Staaten alle auswahlbaren Staaten 

mit Ausnahme der folgenden Staaten, die der Anmelder nicht benennen mochte: 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Blatt 2) (Juli 1998; Nachdruck Januar 2000) 



BlattNr. 4 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/00602 



Feld Nr. IV KONTROLLISTE 



Dem Antrag liegen folgende Unterlagen fur die Zwecke der 
internationalen vorlaufigen Prufung in der in Feld Nr. IV 
angegebenen Sprache bei: 



1. Ubersetzung der Internationale 

Anmeldung 

2. Anderungen nach Artikei 34 

3. Kopie (oder, falls erforderlich, Uber- 
setzung) der Anderungen nach Art. 19 

4. Kopie (oder, falls erforderlich, Uber- 
setzung) einer Erklarung nach Art. 19 

5. Begleitschreiben 

6. Sonstige 



Blatter 
Blatter 
Blatter 

Blatter 

Blatter 
Blatter 



Von der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behdrde auszufullen 



erhalten 

□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



nicht erhalten 

□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



Dem Antrag liegen aufterdem die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 



1. 
2. 



gj Blatt fur die Gebtihrenrechnung 

[ — | unterzeichnete gesonderte Vollmacht 

| — | Kopie der allgemeinen Vollmacht; 
Aktenzeichen (falls vorhanden): 



4. 
5. 



Begrundung fur das Fehlen einer Unterschrift 



□ 
□ 

rgj Sonstige 



Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz- 
Protokoll in computeriesbarer Form 

Freiumschlag 
Empfangsbestatigung 



Feld Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS, ANWALTS ODER GEMEINSAMEN VERTETERS 



Roche Diagnostics GmbH 
•ppa. i.V. 



Mannheim, 23.05.2000 /Ha 





Dr. Kolb 



Dr. Schwarz 



-Von der mit der internationalen vorlaufigen PrOfung beauftragten Behdrde auszufQIIeru 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs des ANTRAGS: 



2. Geandertes Eingangsdatum des Antrags aufgrund 
von BERICHTIGUNGEN nach Regel 60.1 Absatz b: 



Eingangsdatum des Antrags NACH Ablauf von 
3. r~i 19 Monaten ab Prioritatsdatum; Punkt4 und Q Der Anmelder wurde entsprechend unterrichtet 

Punkt 5, unten, finden keine Anwendung 



4. r~\ Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 19 Monate ab Prioritatsdatum wegen Fristverlangerung nach 
U Regel 80.5. 



5. r~| Das Eingangsdatum des Antrags liegt nach Ablauf von 19 Monaten ab Prioritatsdatum, der verspatete 
Eingang ist aber nach Regel 82 ENTSCHULDIGT. 



Vom Internationalen Bttro auszufOlten 

Antrag vom IPEA erhalten am: 

Formblatt PCT/1PEA/401 (letztes Blatt) (Juli 1998; Nachdruck Januar 2000) 



VERTRA 



ER DIE INTERNATIONALE ZU^MENARBEIT 
F DEM GEBIET DES PATENTWEsENS rA 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 



ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 
- Patentabtei 1 ung 
D-68298 Mannheim 
GERMANY 



K 



Roche Diagnostics GmbH 

Putantabtelluno 




PCT 



AB 



MITTEILUNG UBER DIE OBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

(Regel44.l PCT) 



i fttJ5endedatum 



(Tag/Monat/Jahr) 21/08/2000 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

5181/OA/WO-Im 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkte 1 und 4 unten 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/00602 


Internationales Anmeldedatum 
(TagMonat/Jahr) 27/01/2000 


Anmelder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al 



1 . [^] Dem Anmelder wird mitgeteilt, daf3 der internationale Recherchenbericht ersteilt wurde und ihm hiermit ubermittelt wird. 

Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artikel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der internationalen Anmeldung andern (siehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ublicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim Internationalen Buro der WIPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-121 1 Gent 20 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. Q Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB kein internationaler Recherchenbericht ersteilt wird und daf3 ihm hiermit die Erklarung nach 

Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 

3. I I Hinsichtiich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regei 40.2 wird 
' — ■ dem Anmelder mitgeteilt, daf3 

| I der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
1 — 1 Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationalen Buro ubermittelt worden 
sind. 

I I noch keine Entscheidung Ciber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobaid eine Entscheidung 
1 — 1 getroffen wurde. 

4. Weiteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seitdem Prioritatsdatum wird die internationale Anmeldung vom Internationalen Buro verofTentj- 
licht. Wm der Anmelder die Veroffentlichung verhindern Oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muG gemaG Regel 90 S 
bzw. 90r .3 vor AbschiuB der technischen Vorbereitungen fiir die internationale Veroffentlichung eine Erklarung uber die Zurucknah- 
me der internationalen Anmeldung Oder des Prioritatsanspruchs beim Internationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf internationale vorlaufige Prufung einzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtern sogar noch ISnger) 
verschieben mochte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muf3 der Anmelder die fiir den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung Oder einer nachtraglichen Auswahlerkiarung ausgewahlt wurden Oder nicht ausgewaTilt werden konnten, da fiir sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 





Name und Postanschrift der Internationalen Recherche nbe horde 

Europaisches Patentamt, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
WJl Tel * (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31 -70) 340-301 6 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Jaap Hurenkamp 



Formblatt PCT/ISA/220,(Juli 1998) 



(^iehe^Anmefkungen auf Beiblatt} 



• 

KUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/2iD 

Diese Anmerkungen sollen grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemaO Affikel 1 9 geben. Diesen Anmerkungen 
liegen die Erfordernisse des Vertrags Ober die Internationale Zuaammenarbeit auf dem GeWet des Patentwesens (PCT), der AusfOhrungs- 
ordnung und der Verwaftungsnchtlin.en zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen diesen Anmeikungen und 
WIPO.TJ ertnehmen " " ° maBfloben<1 Nahefe ^nzelheiten sind dem PCT-LeWaden fur Anmelder. einer Veroffentlichung der 

Die in 'diesen Anmerkungen verwendeten Begriffe -Artikel", "Regel" und "Abschnitf beziehen sich jeweils auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-Ausfuhrungsordnung bzw. der PCT-Verwaltungsrichtlinien. 

hinweise zu Anderungen gemAss artikel 19 

Anm«Mun«^!^^ hat Anmelder di ° Moglichkeit, einmal die Anspruche der intemationalen 

Anmeldung zu andenr Es ist *>doch zu betonen. daB. da alle Teile der intemationalen Anmeldung (Anspruche. Beschreibung und 
Lltw nin^Io'l ? .ntemabonaten vorlaufigen PrQfungsverfahrens geandert warden kfinnen, nonnalerweise kein^Kendigkeit 
^25E% 'Anspmche nach Art.kel 1 9 emzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecte eines voriaufigen 

ten ^S^S^» ^XTl-T"^ W u t n8Ch J ^ ei " anderer GfUnd fQr eino Anderun S <ter Anspruche vor ihrer intemationa- 
len Veroffentlichung vorliegt. Weiterhm st zu beachten, daft ein vorlaufiger Schutz nur in einigen Staaten erhajtlich ist. 

Welch© Telle der Intemationalen Anmeldung k&nnen geandert werden? 
Im Rahmen von Artikel 19 konnen nur die Anspruche geandert werden. 

UaaTen^^ Anspruche auch nach Artikel 34 vor der mit der intemationalen voriaufigen PrOfung beauf- 

vo?der ^efX^i!^ Z*?*"*! Werden " Die Beschreibung und die Zeichnungen konnen nur nach Artikel 34 

vor der mit der intemationalen voriaufigen PrOfung beauftragten Beh6rde geandert werden. 

^^f^ we^en" 1 ' 0 " 818 PhaS ° T9i ' 8 ^ in,ornationale ' 1 Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 



Bis wann slnd Anderungen elnzurelchen? 

dlZm^ L^!!L MOna,e I^ ^ £ *3» n ** jn » *>3 intemationalen Recherchenberichts oder innerhalb von sechzehn Monaten ab 
dem Pnontatsdatum ,e nachdem, welche Fnst spater ablauft. Die Anderungen getten jedoch als rechtzeitig eingereksht wenn sie 

Wo slnd die Anderungen nlcht elnzurelchen? 

ein\^ Intemationalen Buro. nicht aber beim Anmeldeamt oder der Intern alio naJen Recherchenbehorde 

Falls ein Arrtrag auf in tern at ion ale vorlaufige PrOfung eingereicht wurde/wird, siehe unten. 

In w©4cher Form konnen Anderungen erfolgen? 

ne™ r^a^ TV °^ flanZer dur <* HinzufOgung eines oder mehrerer 

neuer Anspruche oder durch Anderung des Wortlauts eines oder mehrerer Anspruche in der eingereichten Fassung. 

ul*^ m ° h WGr **~ng«i von dem ursprOnglich eingereichten Biatt 

£alc3^a^^ orscheinen, sind mit arabischen Ziffern zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrichen, so 

nurn^ « ■ ™ *~ Neunumenerung sind d. Ana^ortlaufend zu 

Die Anderungen slnd In der Sprache abzufassen, In der dlelntematlonale Anmeldung veroffentllcht wlrd. 

Welche Unterlagen slnd den Anderungen bolztifGgen? 
Beglettschrelben (Abscnnltt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit einem Begleitschreiben einzureichen. 

Oas Begleitschreiben wird nicht zusammen mit der intemationalen Anmeldung und den geanderten Ansoruchen veroffentlieht E* 
.st nicht zu verwechseln mit der -ErWarung nach Artikel 19(1)- (siehe unten, "ErkJarung nach S!w iT'iy? ^^ffentl.cht. Es 

ch?ae^ntem^ des Anmelders In engllscher oder franrfslscher Sprache abzufassen. Bei engllschspra- 

n^le^ «n engllscher, be, franz6,l.chsprach%en IrSer- 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 1) (Januar 1994) 



— • — : • 

ANMERKUTTgEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Fortsetzung) 



lm Begleitschreiben sind die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der eingereichten Fassung und den geanderten AnsprOchen 
an2ugeben. So ist insbesondere zu jedem Anspruch in der irrtemaiionalen Anmeldung anzugeben (gleichlautende Angaben zu 
verschiedenen AnsprQchen kdnnen zusammengefaBt werden), ob 

i) der Anspruch unverandert ist; 

ii) der Anspruch gestrichen worden ist; 

iii) der Anspruch neu ist; 

iv) der Anspruch einen oder mehrere AnsprOche in der eingereichten Fassung ersetzt; 

v) der Anspruch auf die Teilung eines Anspruchs in der eingereichten Fassung zurOckzufOhren ist. 



Im folgenden sfnd Befsplele angegeben, wle And ©run gen lm Begleitschreiben zu erlautem sind; 

1. [Wenn anstelle von ursprOnglich 43 AnsprQchen nach der Anderung einiger AnsprOche 51 AnsprOche existieren]- 

D.e Ar^prOche 1 bis 29, 31 , 32, 34, 35, 37 bts 46 werden durch geanderte AnsprOche gleicher Numerierung ersetzt; AnsprOche 
30, 33 und 36 unverandert; neue AnsprOche 49 bis 51 hinzugefOgt." 

2. [Wenn anstelle von ursprOnglich 1 5 AnsprQchen nach der Anderung alter AnsprOche 1 1 AnsprOche existieren]- 

Geanderte AnsprOche 1 bis 11 treten an die Stelle der AnsprOche 1 bis 15." 

3. [Wenn ursprOnglich 14 AnsprOche existierten und die Anderungen darin bestehen, daG einige AnsprOche geslnchen werden und 
neue AnsprOche hinzugefOgt werden]: 

AnsprOche 1 bis 6 und 1 4 unverandert; AnsprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 1 7 hinzugefOgt "Oder" An- 
spruche 7 bts 13 gestnchen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefOgt; aJle Qbrigen AnsprOche unverandert." 

4. [Wenn verschiedene Arten von Anderungen durchgefQhrt werdenj: 

"AnsprOche 1-10 unverandert; AnsprOche 1 1 bis 13, 18 und 19 gestrichen; AnsprOche 1 4, 15 und 16 durch geanderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 17 in geanderte AnsprOche 15, 16 und 1 7 unterteilt; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt," 

"ErWSrung nach Artikel 19(1)" (Regel 46.4) 

Den Anderungen kann eine Erklarung beigefOgt werden, mrt der die Anderungen erlautert und ihre Auswirkungen auf die 
Beschreibung und die Zeichnungen dargelegt werden (die nicht nach Artikel 19 (1) geandert werden konnen). 

Die Erklarung wird zusammen mrt der intemationalen Anmeldung und den geanderten AnsprOchen veroffentiicht. 
Sle Ist In der Sprache abzufassen, In der die intemationalen Anmeldung veroffentHcht wird, 

Sie muB kurz gehaiten sein und darf, wenn in englischer Sprache abgefaflt oder ins Englische ubersetzt, nicht mehr aJs 500 
Worter umfassen 

Die Erklarung ist nicht zu verwechseln rnit dem Begleitschreiben, das auf die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der 
eingereichten Fassung und den geanderten AnsprOchen hinweist, und ersetzt letzteres nicht. Sie ist auf einem gesonderten Blatt 
einzureichen und in der Uberschnft als solche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Worten "ErWarung nach Artikel 19 (1)*. 

Die Erklarung darf keine herabsetzenden AuGerungen uber den intemationalen Recherchenbericht oder die Bedeutung von in dem 
Bencht angefOhrten Veroffentlichungen enthalten. Sie darf auf im intemationalen Recherchenbericht angefQhrte Veroffentlichun- 
gen, die sich auf einen bestimmten Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung dieses Anspruchs Bezug 



Auswirkungen eines beretts gestellten Ant rags auf IntematlonalevoriSuflge PrOfung @ 

I^J; U 5I 2ei 5 unkt S nr ? icn A un9 v ° n Ancle^ngen nach Artikel 19 bereits ein Antrag auf intemationale vorlaufige PrOfung 
gestellt worden, so sollte der Anmelder in seinem Interesse gleichzeitig mit der Einreichung der Anderungen beim Intemation aien 
Regef^^™ ^ W intemationafen vorlaufigen PrOfung beauftragen Behorde einreichen (siehe 

national Phas* 0 " Andorun9 ° n hln * ,ch «l<* der Obersetzung derinternatlonalen Anmeldung belm Eintritt In die 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB bei Eintritt in ale nationale Phase moglicherweise anstatt oder zusatzlich zu der Uber- 
SSn^ eine Ub °™^ d - Artike, 19 geanderten AnsprOche an d • 

Nflhere Einzelheiten Ober die Erfordemisse jedes bestimmten/ausgewahrten Amts sind Band II des PCT-Leitfadens fOr Anmelder 
zu entnenmen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 



ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 
internationale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



om Anmeldeamt auszufullen 



PCT/EP 00/00602 

Internationales Aktenzeichen 



2 7 JAN 2000 C 2 7 01. 2000) 

Internationales Anmeldedatum 



EUROPEAN PATENT OFFICE 
PCT INTERNATIONAL APPLICATION 
Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 
Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max. 12 Zeichen) 51 81/0A /WO-Im 



Feld Nr. II ANMELDER 



Name und Anschnft: (Famihenname , Vorname; bei juristischen Personen vollstandise amtliche 
I'TZtThJ- 1 d I r A A nsct l n % Sind tejostleitzahlind der Name des StMw$!toD?r 
in diesem Feld in der Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wolmsi^es des 
Anmelders, sofern nachsteheni kein Staat des Sitzes oder Wohnsit Z es a%egeL^ 

Roche Diagnostics GmbH 

D-68298 Mannheim 
DE 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



DE 



Diese Person ist Anmelder 
furfolgende Staaten: 



I I Diese Person ist 
1 1 gleichzeitig Erfinder 



Telefonnr.: 

0621/759-4337 



Telefaxnn: 

0621/759-4457 



Femschreibnr.: 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



nalJeBestim- 



mungss taaten 



alle Bestimmungsstaatcn mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 



□ nur die Vereinigten 
Staaten von Amerika 



□ die im Zusatzfeld 
angegebenen Staaten 



Feld Nr. m WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



des 



R^th^L Ans £ h ? f t- (Famihenname Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
¥» Z %£lT% J- 1 d / r A A nsc \ n fk sind diePostleitzahl und der Name des Staats anzugeben Der 
in diesem Feld in der Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes rier Wohnstiies 
Anmelders, sofern nachsteheni kein Staat des Sitzes oder WohnsitzesangegeZ 

KARL, Johann 
Bert-Schratziseer-Strasse 7 

D-82380 Peissenberg 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



DE 



Diese Person ist Anmelder 
fur folgende Staaten: 



Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| XI Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nichtnotig. ) 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



j | aJleBestim- 



mungsstaaten 



□ alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 



| jf I nur die Vereinigten 
IZZJ Staaten von Amerika 



X] Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



□ die im Zusatzfeld 
ange 



ngegebenen Staaten 



FeldNr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, urn fur den (die) Anmelder I 1 A i 1 

vorden zustandigen i nternationalen Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln als: I I Anwalt \X\ 



gemeinsamer 
Vertreter 



Name und Anschnft: (Fqmilienrmme.Vomame; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche Bezeichnung. 

Bei der Anschnft sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben.) 

Roche Diagnostics GmbH 

Patentabteilung - 
D-68298 Mannheim 
DE 



Telefonnr.: 

0621/759-4337 



Telefaxnr.: 

0621/759-4457 



Femschreibnr.: 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 1) (Juli 1998; Nachdruck Juli 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



EP00 / 006 0 2 



Blatt Nr. 



Fortsetzung von Feld Nr. HI WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Wird keines der folgenden Felder benutzt, so sollte dieses Blatt dem Antrag nicht beigefugt werden. 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandiee amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzuieben Der 
in diesem teld in der Anschrift angegebene Stoat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

LILL, Helmut 
Blumenstrasse 1 5a 

D-82407 Wielenbach 
DE 


Diese Person ist: 
I | nur Anmelder 

|X| Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

i 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben n icht notig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese :Person list Anmelder | 1 alleBestim- I I alleBestimmungsstaatenmit Ausnahme nrn nurdie Vereinieten 1 1 die im 7u^t 7 Md 

furfoigendeStaaten: LJ mungsstaaten [_| der Vereinigten Staaten von Amerika |XJ Staatcn von^kSa Q t^SS!S^n 


Name und Anschnft: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandiee amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschnft sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzuieben. Der 
in diesem Feld in der Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

STAHL, Peter 
Hirtenstrasse 12 

D-82347 Bernried 
DE 


Diese Person ist: 
| 1 nur Anmelder 

IX| Anmelder und Erfinder 

1 | nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 ' angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


fflrfo^e^ I I aIIeBes , tinv I I ^leBestimmungsstaaten mil Ausnahme ^ nurdie Vereinigten I 1 die im Zusatzfeld 

rurfolgende Staaten. \ | mungsstaaten I 1 der Vereinigten Staaten von Amerika A Staaten von Amerika | | angegeben en Staaten 


Name und Anschnft: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bet der Anschnft sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzuieben Der 
in diesem Feld in der Anschnft angesebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

KRUEGER, Kerstin 
Waldeslust 4 

D-81377 Muenchen 
DE 


Diese Person ist: 
I | nur Anmelder 

|Xl Anmelder und Erfinder 

| 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 > angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder | I alleBestim- I I alleBestimmungsstaatenmit Ausnahme ^ nurdie Vereinieten 1 1 die im Zusatzfeld 

fiirfolgendeStaaten: 1_| mungsstaaten |_| der Vereinigten Staaten von Amerika X S^tenvo^Sa 1 1 .na^^ril.n 


Name und Anschnft: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandiee amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschnft sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzuieben. Der 
in diesem Feld in der Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

BORGYA, Anneiiese 

Beiselestrasse 1 8 ^ £< <u? A c^V * 1 c< n u £ -i W 4 

D-82327 Tutzing Z^^c^i 
DE 


Diese Person ist: 
1 | nur Anmelder 

I X| Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder ( Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nich t notig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


SHfol^?sS^ ddCr 1 lmfn BeS / im " 1 1 ^ Ie 5"^ un gfStaatenmitAusnahme f^l nurdie Vereinigten 1 1 die im Zusatzfeld 

runoigendeMaaten. I 1 mungsstaaten | 1 der Vereinigten Staaten von Amenka I2LI Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


X] Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



• A PCT/EPOO / 0 06 0 
Blatt Nr. . /? 



Fortsetzung von Feld Nr. m WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFENDER 


W7«/ *ei iief der folgenden F elder benutzt, so sollte dieses Blatt dem Antrag nicht beigefugt werden. 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname: bei iuristischen Persnnpn vnlhtnnHiop nmitirhe 
Bezeichnuns. Bei der Anschrift sind die Postieitzahl und der Name des Staats anzugeben Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Stoat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

GALLUSSER, Andreas 
Am Ferchenholz 10 

D-82377 Penzberg 
DE 


Diese Person ist: 
I | nur Anmelder 

|X| Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzi, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehbrigkeit (Staat): 

CH 


Sitz oder Wohnsitz* (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder | I alleBestim- I | alleBcstimmungsstaatenmitAusnahme ^ nurdie Vereinieten I 1 die im Zusat? feld 

fUrfoIgendeStaaten: |_] mungsstaaten !_] der Vereinigten Staaten von Amerika X S^nvonZ^a Q«gS^Ktliicn 


Name und Anschnft: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnuns. Bei der Anschnft sind die Postieitzahl und der Name des Staats anzugeben Der 
in diesem Feld in der Anschrift angeeebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist ) 


Diese Person ist: 
| 1 nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzi, so sind die nacfistehenden 

Angaben nicht notig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder i [alleBestim- | 1 alieBestimmungsstaatenmitAusnahme 1 1 nurdie Vereinigten 1 1 die im Zusat7feld 

furfoIgendeStaaten: |_| mungsstaaten |_| der Vereinigten Staaten von Amerika LJ S^™a££L □ u^^nlt^en 


Name und Anschnft: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnuns. Bei der Anschnft sind die Postieitzahl und der Name des Staats anzugeben Der 
in diesem Feld in der Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist ) 


Diese Person ist: 
1 | nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfinder 

1 I nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

■ 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Srfo e ]eSdTsm^ Clder 1 1 aIleBes t tim - 1 1 ^^Bestimmungsstaatenmit Ausnahme 1 1 nurdie Vereinigten 1 1 die im Zusatzfeld 

tUrtoIgende Staaten. | 1 mungsstaaten | 1 der Vereinigten Staaten von Amenka | | Staaten von Amerika | | angegebene n Staaten 


Name und Anschnft: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnuns. Bei der Anschnft sind die Postieitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschnft angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

1 I nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

\ 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angabennicht notig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


m^^^l^ 16 " 1 1 al,eBes , tim - 1 1 ^leBesummungsstaatenmit Ausnahme I 1 nurdie Vereinigten 1 1 die im Zusatzfeld 

furfoIgendeStaaten. I 1 mungsstaaten | 1 der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | | an gegebenen Staaten 


1 1 Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Juli 1998; Nachdruck Juli 1999) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Feld t Nr. V BESTIMMUNG 



Blatt Nr. 



STAATEN 



PCT/EP00 / 0 06 02 



Die folgenden Bestimmungen nach Regel 4.9 Absatz a werden hiermit vorgenommen (bate die entsprechenden Kastchen ankreuzen wenigstens ein Kastchen 
mup angekreuzt werden): 6 

Regionales Patent 

^ AP e^F°" Patent: GH Ghana > GM Gambia, KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SL Sierra Leone 
SZ Swasiland, UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

□ EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 
Moldau RU Russische Federation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat. der Vertraesstaat des 
Eurasischen PatentObereinkommens und des PCT ist 

^ EP 5S^ p,, . U w e " J P «!J55 : AT . 0sterre >ch, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, CY Zypern, 
DEDeutschland DKDanemark, ES Spanien, FIFinnland, FRFrankreich.GB Vereinigtes K6nigreich.GR Gricchenland 
IE Irland, IT Italien, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal, SE Schweden und jeder weitere Staat 
der Vertragsstaat des Europaischen PatentObereinkommens und des PCT ist 

2 A . P J" Patent: BF Burkina Faso > Be nin. CF Zentralafrikanische Republik, CG Kongo, CI Cote d'lvoire 
S™**™™' GA Gabun, GN Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger SN Senegal' 
TD Tschad, TG Togo und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls eine andere SchutzrechLsart 

oder em sonstiges I- erfahren gewunscht wird, bitle auf der gepunkteten Lime angeben) 

Nationales Patent (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewunscht wird. bitte auf der gepunkteten Linie angeben): 



□ OA 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
si 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

EI 
□ 

□ 
□ 
19 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 



AE Vereinigte Arabische Emirate 

AL Albanien 

AM Armenien 

AT Osterreich 

AU Australien 

AZ Aserbaidschan 

BA Bosnien-Herzegowina 

BB Barbados 

BG Bulgarien 

BR Brasilien □ 

BY Belarus □ 

CA Kanada fjjj 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



CH und LI Schweiz und Liechtenstein 



CN China g) 

CU Kuba |g 

CZ Tschechische Republik □ 

DE Deutschland □ 

DK Danemark 

EE Estland □ 

ES Spanien Q] 

FI Finnland □ 

GB Vereinigtes KOnigreich □ 

GD Grenada □ 

GE Georgien 

GH Ghana □ 

GM Gambia □ 

HR Kroatien □ 

HU Ungarn □ 

ID Indonesien □ 

IL Israel Q 

IN Indien Q 

IS Island 

JP Japan 

KE Kenia 

KG Kirgisistan 

KP Demokratische Volksrepublik Korea 



LR Liberia 

LS Lesotho 

LT Litauen 
LU Luxemburg 
LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Federation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika 



□ 
□ 
□ 

El 
□ 



uz 

VN 
YU 
ZA 
ZW 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 
Sudafrika . . 
Simbabwe 



KR 
KZ 
LC 
LK 



Repubhk Korea Kastchen far die Bestimmung von Staaten , die dem PCT nach der 

Kasachstan Veroffentlichung dieses Formblatts beigetreten sind: 

Saint Lucia □ 

Sri Lanka Q 



Erklarung bzgl. vorsorglicher Bestimmungen: Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach 
Kegel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der im Zusatzfeld genannten 
Bestimmungen, die von dieser Erklarung ausgenommen sind. Der Anmelder erklart, dafi diese zusatzlichen Bestimmungen unter 
dem Vorbehalt einer BestStigung stehen undjede zusatzliche Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum 
nicnt bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom Anmelder zuruckgenommen gilt. (Die Bestatigung einer Bestimmung 
erjoip durch die Einreichung einer Mitteihmg, in der diese Bestimmung anzezeben wird! und die Zahlurur dtr ftextimmunvs- und 



---- - — -a - -~ — , ^w,uu. u,^ x noi aio vuiu rtJiinciuci AuiutKgciiummcn gin. {uie tsestatigung einer aestimmun. 

erjolgt durch die Einreichung einer Mitteihmg, in der diese Bestimmung angegeben wird, und die Zahlung der Bestimmungs- un 

- Bestatigung mufi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von J 5 Monaten eingehen.) 



der Bestatigungsgebuhr. Die i 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Juli 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antra gsformular 



Feld Nr. VI PRIORTTATS, 



Blatt Nr. 



Anmeldedatum 
der friiheren Anmeldung 
(Tag/Monat/Jahr) 

Zeile(l) (V.9. 01.00) 

29. Januar 1999 



Zeile(2) 
12. Marz 1999 
2ei!e(3) . 



(1 7, 03, 99 



CT/EP GO/00602 



Aktenzeichen 
der friiheren Anmeldung 



□ Weitere PrMBTtsansprOche sind im Zusatzfeld angegeben 



1st die friihere Anmeldung eine: 



nationale Anmeldung: 
Staat 



199 03 489.3 



199 11 044.1 



D ^t s ch l an cO 



Dqj utschlancQ 



regionale Anmeldung: < 
regionales Amt 



internationale Anmeldung: 
Anmeldeamt 



D Anmeldeamt wird ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in der (den) Zeile(n) 



Feld Nr. VII 



INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der international en Recherchenbehorde (ISA) 

(falls zwei oder mehr als zwei internationale Recherchen- 
behorden fur die Ausfuhrung der internationalen Recherche 
zustandig sind. geben Sie die von Ihnen gewahlte Behorde an • 
der Zweibuchstaben -Code kann benutzt werden) : 

ISA/ 



Antrag auf Nuteung der Ergebnisse einer friiheren Recherche; Bezugnahme auf diese 
^ e ? erche .f a ^ einelruhere Recherche bei der internationalen Recherchenbehorde 
beantragt oder von lhr durchgefiihrt worden ist): 

Datum (Tag/Monat/Jahr) Aktenzeichen Staat (oder regionales Amt) 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese internationale Anmeldung enthalt 
die folgende Anzahl von Blattern: 

Antrag : 5 



Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokoilteil) 

Anspruche 

Zusammenfassung 

Zeichnungen 

Sequenzprotokoilteil 
der Beschreibung 



2fy 

3 

1 



Blattzahlinsgesamt : ^ 



Abbildung der Zeichnungen, die 
mit der Zusammenfassung 
verOffentlicht werden soil (Nr.): 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1. g] Blatt fur die Gebuhrenberechnung 

2. □ Gesonderteunterzeichnete Vollmacht 

3. □ Kopie der aligemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (falls vorhanden): 

4. Q Begrundung fUr das Fehlen einer Unterschrift 

5. M Prioritatsbeleg(e), in Feld Nr. VI durch i + 3 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: 

6. □ Obersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 
7 -/E\Gesonderte Angaben zu hinteriegten Mikroorganismen oder anderem bioiogischen Material 
8 Z@y rotokoll derNudeotid- und/oder Aminosauresequenzen in computed esbarer Form 
9 j{*f\Sonstige (einzeln aufluhren) :(P roiumooh l ag, Tolofongottol ^ 



Sprache. in der die 
internationale Anmeldung Hon^h 
eingereicht wird: ueuiscn 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT PES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



SfT A^TV^^ *25!S2f ^^SSJS? Pe P- on ist u n ? he £ de rf Untersehrm zu wiederholen. und es ist anzugeben 
aus dem Antrag ergibt, in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet *u 6 cueu. 



sofern sich dies nicht eindeutig 




nostics GmbH 
i. V. 



Dr. Kolb 




Dr. Schwarz 



1. Datum des tatsachiichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 



- Vom Anmeldeamt auszufullen - 

2 7 JAN 2000 



hi 
H 



3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtrSglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur VervoIIstandigung dieser internationalen Anmeldung- 



(1 7. 01, 00 ) 



4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 1 1(2) PCT: 



5. Internationale Recherchenbehorde 

(falls zwei oder mehr zustandig sind): ISA / 



2. Zeichnungen 

□ einge- 
gangen: 



□ 



nicht ein- 
gegangen: 



□ Ubermittlung des Recherchenexemplars bis zur 
Zahiung der Recherchengebuhr aufgeschoben 



Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen Buro: 



• Vom Internationalen BUro auszufiillen . 



FormblattPCT/RO/I01 (letztes Blatt) (Jul i 1998; Nachdruck Jul i 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



v tn i n«« uDcn l/ic iim i cniMM I iuimale ^USAP/!n/lblMARBEIT AUF DEM 
^ GEBIET DES PATENTWE^jS 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 
- Patentabteilung - 
D-68298 Mannheim 
ALLEMAGNE 



JG 



SI 



Kn 



Roche Diagnoses GmbH 

PatentabteHung 



KO 



1 1. Mai 2001 



ws 



RA 



KIL 



IR 



WB 



PCT&' (or f°. 



( 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
5181/OA/WO-lm 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/E POO/00602 



MITTEILUNG UBER DIE OBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 
(Regel71.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



10.05.2001 



WICHT1GE MITTEILUNG 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
27/01/2000 



Anmelder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
29/01/1 999 



1. Dem Anmelder wire! mitgeteilt, daB ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 

2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 

3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 

4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muf3 diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maGgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufunq 
beauftragten Behorde 

J- Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 

Formblatt PCT/IPEA/416 (Juli 1992) 



BevoIlmSchtigter Bediensteter 
Neumann, M 

Tel. +49 89 2399-7351 







Internationales Aktenzeichen Internationales Anmeldedatum(Taoy7Wonaf/Ja/)r; Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 

PCT/EPOO/00602 27/01/2000 29/01/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationals Klassifikation und IPK 
G01N33/68 



Anmelder 



ROCHE DIAGNOSTICS GMBH et al 



1. Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaGt insgesamt 7 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 

S Au3erdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 3 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 



V 



BegrOndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



VIII 



VII 



VI 



□ 
□ 



Datum der Einreichung des Antrags 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



25/05/2000 



10.05.2001 




Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behfirde: 

^r- Europ&isches Patentamt 





Tilkorn, A-C 



Fax: +49 89 2399 - 4465 



Tel. Nr. +49 89 2399 8688 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 




INtERNATlONALER 'VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/00602 



!. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anme/deamt aufeine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, geften im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" undsind ihm nicht beige fugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 und 70. 17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1 -24 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -1 9 eingegangen am 04/01/2001 mit Schreiben vom 03/01/2001 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1 -2, eingereicht mit Schreiben vom 1 7.7.2000. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale voriaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
H bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

H bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

K Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

H Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/00602 



□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: . 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 5-19 

Nein: Anspruche 1-4 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche - 

Nein: Anspruche 1-19 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-19 

Nein: Anspruche - 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daG die internationale Anmeldung nach Form Oder Inhait folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vill, Blatt 2) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/00602 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Es wirci auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: WO 93 24531 A 
D2: WO 89 12069 A 
D3: Clin. Endocrinol. (1997) 47 287-296 

1 Neuheit (Art 33(2) PCT): 

1.1 Der Gegenstand des Anspruchs 1 wird von D1 (D1 : Anspruch 9) 
vorweggenommen. In D1 wird die Herstellung des monoklonalen Antikorpers 1C7 
detailliert beschrieben (Beispiel 1; S 7-8). Die beschriebene Methode 
einschlie3lich der Klonierung ist fur den Fachmann nacharbeitbar. Entsprechend 
wird der Fachmann in die Lage versetzt auch einen zweiten Antikorper, der gegen 
BNP(1-76) gerichtet ist, zu produzieren, was dann wiederum auch die 
Durchfuhrung eines Sandwich-Assays ermoglicht (D1: S 9 Abs 1; Anspruche 7-9). 
Obwohl die mit Peptiden erzeugten Antikorper der vorliegenden Anmeldung 
(Anmeldung: S 20 Tabelle 1) natives pro-BNP nicht erkennen, heiBt das nicht, 
daB die gemaB D1 (Beispiel 1) hergestellten Antikorper ebenfalls nicht das native 
pro-BNP erkennen, da in D1 andere Peptide eingesetzt werden (BNP(1-21), 
BNP(22-46), BNP(47-64)). 

Folglich werden auch die Anspruche 2-4 von D1 neuheitsschadlich getroffen. 

1.2 Anspruch 5 ist neu, da in keinem der verfugbaren Dokumente ein Verfahren 
offenbart wird, das von zwei Antikorpern Gebrauch macht, die verschiedene 
Epitope des N-terminalen proBNP erkennen und eine Nachweisgrenze von unter 
1 fmol/ml Patientenblut (= 1 pmol/l) aufweist. 

1 .3 Anspruch 6 ist neu, da keines der verfugbaren Dokumente ein 
Nachweisverfahren auf der Grundlage von BNP offenbart, das eine 
Differenzierung von gesunden und Patienten mit Herzinsuffizienz der NYHA 
Klassen l-IV erlaubt. Der abhangige Anspruch 7 ist dementsprechend ebenfalls 
neu; das gleiche gilt fur den unabhangigen Verwendungsanspruch 8. 



Fomnblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/00602 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



1.4 Anspruch 9 ist neu, da keines der verfugbaren Dokumente rekombinantes N- 
terminales proBNP offenbart. Entsprechend sind auch die Verwendung des 
rekombinanten N-terminalen proBNP (Anspruche 10, 11), spezifische Antikorper 
(Anspruche 12-16), deren Herstellung (Anspruche 18, 19) und die zugehorigen 
Zellinien (Anspruch 17) neu. 

2 Erfinderische Tatiakeit (Art 33(3) PC"H: 

2.1 Das einzige zusatzliche technische Merkmal in Anspruch 5 bezieht sich auf das 
Ergebnis, das mit der Erfindung erzielt werden soli, namlich auf eine niedrige 
Nachweisgrenze fur N-terminales proBNP (< 1 fmol/ml). Da das Verfahren zum 
Nachweis von N-terminalen proBNP in einer Probe (Anspruch 1) nicht neu ist, 
scheint die beanspruchte Nachweisgrenze durch normales Experimentieren mit 
spezifischen Antikorpern erreichbar zu sein (Art 33(3) PCT). 

2.2 Anspruch 6 scheint nicht erfinderisch zu sein: 

D3, das als nachster Stand der Technik angesehen wird, beschreibt, daf3 das N- 
terminale proBNP (NT-proBNP) als Marker von Herzinsuffizienz verwendet 
werden kann. Der NT-proBNP Spiegel ist bei NYHA Klasse I Patienten 
gegenuber Gesunden erhoht, und steigt mit wachsender Herzinsuffizienz, wobei 
der Assay nach D3 eine Differenzierung von Gesunden und NYHA Klasse l-IV 
Patienten ermoglicht (D3: S 287 Spalt 2 Abs 2, 3; S 291 Fig. 3). Das Verfahren 
zur Bestimmung des NT-proBNP, das in D3 verwendet wird, ist ein 
Radioimmunassay, der von einem Antiserum Gebrauch, das gegen humanes 
proBNP(1-13) erzeugt wurde (D3: S 288 Spalte 2 Abs 1). D3 unterscheidet sich 
demnach vom Gegenstand des Anspruchs 6 im Nachweisverfahren. Wahrend 
gemaB Anspruch 6 zwei Antikorper eingesetzt werden, die unterschiedliche 
Epitope auf dem N-terminalen proBNP erkennen, verwendet die Methode nach 
D3 nur einen Antikorper in einem kompetitiven Testformat (D3: S 288 spalte 2 Abs 
1). 

Die Aufgabe, die in Anspruch 6 gelost wird, besteht darin, einen empfindlichen 
Assay bereitzustellen, der mit kurzen Inkubationszeiten auskommt (siehe 
Anmeldung: S 4 Abs 3). 

Sandwichassays mit zwei Antigen-spezifischen Antikorpern sind dem Fachmann 
gelaufig (z.B. D1: Anspruch 9; S 8 letzte Zeile- S 9 Abs 1) ebenso wie ihre Vorteile 
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wie z.B. die kurzeren Inkubationszeiten (D1: S 9 Abs 1). Dementsprechend 
scheint die Lehre aus D3, namlich die Verwendung des NT-proBNP als Marker 
zur Differenzierung von gesundem und NYHA Klasse l-IV Plasma in Verbindung 
mit einem Sandwich-ELISA den Gegenstand des Anspruchs 6 nahezulegen. 
Entsprechend scheinen auch die Anspruche 7 und 8 nicht erfinderisch zu sein. 

2.3 Anspruch 9 scheint dem Art 33(3) PCT nicht gerecht zu werden. 

Die Bedeutung des N-terminalen proBNP als diagnostischer Indikator oder 
Predictor fur Herzinsuffizienz ist seit langem bekannt (z.B. D1 : S 3 Z 2-6) und 
insbesondere die Verwendung von Antikorpern gegen das N-terminale proBNP 
Peptid in Immunoassays wird im Stand der Technik beschrieben (z.B. D1 : S 3 Z 
7- S 5 Z 11). D1, das als nachster Stand der Technik angesehen wird, beschreibt 
die Herstellung (D1: S 6 Abs 3) von proBNP(1-76) durch chemische Synthese, 
welches eine lange bekannte Standardmethode zur Herstellung von Peptiden 
darstellt. Daruberhinaus beschreibt D1 die Verwendung von N-terminalem 
proBNP(1-76) fur die Herstellung von Antikorpern (D1: Anspruch 15). D1 
beschreibt jedoch nicht die Herstellung und Verwendung von rekombinantem 
BNP(1-76). 

Die Aufgabe, die in Anspruch 9 gelost wird, besteht demnach darin, eine 
alternative Methode zur Herstellung eines proBNP(1-76) Peptides bereitzustellen. 
D2 offenbart die cDNA Sequenz von humanem BNP. In Figur 5 (D2: S 16 Z 24- 
27) wird die DNA Sequenz des humanen BNP (kodierende Region des Plasmids 
phBNP-1) sowie die zugehorige Peptidsequenz offenbart. In Beispiel 5 (S 41) von 
D2 wird die Klonierung des humanen BNP beschrieben. Daruberhinaus 
beschreibt D2 die Herstellung des BNP in rekombinanten Expressionssystemen 
(D2: S20Z 18-S26Z25). 

Die Bedeutung und Verwendung des N-terminalen proBNP wird in D1 
beschrieben. 

Daruberhinaus ist die Herstellung eines rekombinanten Proteins auf der 
Grundlage einer bekannten cDNA Sequenz eine Standardtechnik fur den 
Fachmann zu sein. 

Zusammenfassend scheint die Sequenz, die in D2 offenbart ist, in Kornbination 
mit der Bedeutung und Verwendung, die in D1 beschrieben werden, den 
Gegenstand des Anspruchs 9 nahezulegen. 

Da die Herstellung von Antikorpern mit Peptiden und Proteinen ebenfalls einem 
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dem Fachmann gelaufige Technik ist und z.B. auch in D1 (S 7-8) beschrieben ist, 
scheinen auch die Anspruche 1 2, 1 4-1 6, 1 8 (D1 : S 9 Abs 2) und 1 9 (D1 : S 7 Abs 
2- S 8 Abs. 3) nicht dem Art 33(3) PCT gerecht zu werden. 

Anspruch 13 bezieht sich auf Antikorper gegen den Bereich der Aminosauren 10- 
66 des N-terminalen proBNP. Die Auswahl dieser Region soil gewahrleisten, da3 
der Analyt auch dann noch erfaBt wird, wenn die N- oder C-terminalen 
Aminosauren bereits von Proteasen verdaut worden sind. Entgegenzuhalten ist 
D1, welches den monoklonalen Antikorper 1C7 beschreibt, der spezifisch mit der 
Sequenz BNP(47-64) bindet. Daruberhinaus kann mit dem Verfahren, das in D1 
beschrieben wird auch ein Antikorper produziert werden, der gegen das Peptid 
BNP(22-46) gerichtet ist (D1: S 7 Beispiel 1 Abs 1)). Entsprechend scheint 
Anspruch 13 ein eigenes erfinderisches Konzept zu fehlen. 
Das gleiche gilt fur die Anspruche 15-17, die sich auf spezifische hinterlegte 
Antikorper und die produzierenden Zellinien beziehen. 

Zu Punkt VII 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in dem Dokument D2 offenbarte einschlagige Stand der 
Technik noch dieses Dokument angegeben. 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP in einer Probe dadurch 
gekennzeichnet, daB mindestens zwei Antikorper, die verschiedene Epitope des N- 
terminalen proBNP erkennen, verwendet werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB die Antikorper gleichzeitig 
am N-terminalen proBNP binden konnen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet, daB das Verfahren als 
heterogenes Verfahren durchgefuhrt wird 

4. Verfahren nach Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet, dafl das Verfahren im 
Sandwichformat durchgefuhrt wird 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche dadurch gekennzeichnet, daB 
die untere Nachweisgrenze fur N-terminales proBNP unter 1 fmol/ml eingesetzter 
Patientenprobe liegt. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche dadurch gekennzeichnet, daB 
mittels der erhaltenen Werte eine Differenzierung nach Proben von gesunden 
Patienten und Proben von Patienten mit Herzinsuffizienz der NYHA-Klassen I bis IV 
vorgenomxnen werden kann 

7. Verfahren nach Anspruch 6 dadurch gekennzeichnet, daB anhand der erhaltenen 
Werte eine Differenzierung zwischen Proben von gesunden Patienten und Proben von 
Patienten der NYHA-Klasse I vorgenommen werden kann. 

8. Verwendung des Verfahrens gemaB einem der vorhergehenden Anspruche zur 
Differenzierung zwischen Proben von gesunden Patienten und Proben von Patienten 
der NYHA-Klassen I bis IV 
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9. Rekombinantes N-terminales proBNP 

10. Verwendung von rekombinantem N-terminalen proBNP als Standard in einem 
Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP gemaB den Anspruchen 1 bis 7. 

1 1 . Verwendung von rekombinantem N-terminalen proBNP zur Herstellung von 
Antikorpern gegen N-terminales proBNP. 

12. Antikorper gegen rekombinantes N-terminales proBNP. 

13. Antikorper gemaB Anspruch 12 dadurch gekennzeichnet, daB sie im Bereich von 
Aminosaure 10 bis 66 des N-terminalen proBNP spezifisch binden. 

14. Antikorper gemaB Anspruch 12 oder 13 erhaltlich durch Immunisierung eines 
geeigneten Organismus mit rekombinant hergestelltem N-terminalen proBNP. 

15. Antikorper nach den Anspriichen 12 bis 14, erhaltlich aus den am 26.01.1999 bei der 
DSMZ hinterlegten Zellinien M 10.1.1 1 (DSM ACC 2386) oder M 13.4.14 

(DSM ACC 2387). 

16. Antikorper gemaB Anspruch 15, die in aquivalenter Weise mit N-terminalem proBNP 
hergestellt wurden wie die Antikorper, die von den Zellinien M 10.1.1 1 

(DSM ACC 2386) oder M 13.4.14 (DSM ACC 2387), produziert werden. 

17. Zellinien M 10.1.1 1 (DSM ACC 2386) oder M 13.4.14 (DSM ACC 2387) hinterlegt 
am 26.0 1 . 1 999 bei der DSMZ. 

18. Verfahren zur Herstellung von polyklonalen Antikorpern gemaB den Anspruchen 12 
bis 14 oder 16, enthaltend die Schritte Immunisieren eines geeigneten Organismus 
mit rekombinant hergestelltem N-terminalem proBNP, Isolieren der Antikorper, 
Screenen nach den reaktivsten Epitopen und Aufreinigung der Antikorper iiber 
Immunsorption an geeigneten Peptiden. 
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19. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern gemafi den Anspriichen 12 
bis 16, enthaltend die Schritte Immunisieren eines geeigneten Organismus mit 
rekombinant hergestelltem N-terminalem proBNP und Auswahl der Klone bezuglich 
der Reaktivitat der Antikorper mit nativem N-terminalem proBNP in verschiedenen 
Pools von Patientenseren. 
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1. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
| [ the international application as originally filed 

the description: 



pages 



1-24 , as originally filed 
pages - filed with the demand 
pages . filed with the letter of 



the claims: 

pages * as originally filed 

pages . as amended (together with any statement under Article 19 

pages , filed with the demand 

pages 1-19 , filed with the letter of 03 January 2001 (03.01.2001) 



j 1 the drawings: 

pages , as originally filed 

pages , filed with the demand 

pages . filed with the letter of 



| | the sequence listing part of the description: 

pages , as originally filed 

pages ; , filed with the demand 

pages , filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I 1 the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
I 1 the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

1 1 the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ 

contained in the international application in written form. 
1 | filed together with the international application in computer readable form. 
DKI furnished subsequently to this Authority in written form. 



/*\ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 



^ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

^ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

4. | 1 The amendments have resulted in the cancellation of: 
I I the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



5 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as " originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70. J 6 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (IA) 



2. Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 

Dl: WO-A-93/24531 
D2: WO-A-89/12069 

D3: Clin. Endocrinol. (1997) 47 287-296 
1 . Novelty (PCT Article 33(2)): 

1.1 The subject matter of Claim 1 is anticipated by Dl 

(Dl: Claim 9). Dl describes in detail the production 
of the monoclonal antibody 1C7 (Example 1; pages 7- 
8). The method described, including the cloning, can 
be reproduced by a person skilled in the art. 
Accordingly, a person skilled in the art is also 
able to produce a second antibody directed against 
BNP(l-76), which then also enables a sandwich assay 
to be carried out (Dl: page 9, paragraph 1; Claims 
7-9) . Although the antibodies of the present 
application produced by peptides (application: page 
20, Table 1) do not detect native pro-BNP, this does 
not mean that the antibodies produced as per Dl 
(Example 1) likewise do not detect the native pro- 
BNP since other peptides are used in Dl (BNP(1-21), 
BNP (22-4 6) , BNP (47-64) ) . 



Claims 


5 - 


19 


YES 


Claims 


1 - 
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NO 


Claims 
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Claims 
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Claims 
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Therefore the novelty of Claims 2 to 4 is also 
anticipated by Dl. 

1.2 Claim 5 is novel since none of the available 
documents discloses a method which uses two 
antibodies that detect different antigenic 
determinants of N-terminal proBNP and have a 
detection limit of less than lfmol/ml patient blood 
(= 1 pmol/1) - 

1.3 Claim 6 is novel since none of the available 
documents discloses a BNP-based detection method 
which permits differentiation between healthy 
patients and those suffering cardiac insufficiency 
of NYHA Classes I - IV. Accordingly dependent Claim 
7 is likewise novel; the same applies to independent 
use Claim 8 . 

1.4 Claim 9 is novel since none of the available 
documents discloses recombinant N-terminal proBNP. 
Accordingly the use of recombinant N-terminal proBNP 
(Claims 10 and 11) , specific antibodies (Claims 12 
to 16) , their production (Claims 18 and 19) and the 
associated cell lines (Claim 17) are also novel. 

2 . Inventive step (PCT Article 33(3)): 

2.1 The single additional technical feature in Claim 5 
concerns the result to be attained with the 
invention, namely a low N-terminal proBNP detection 
limit (< 1 fmol/ml) . Since the method of detecting 
N-terminal proBNP in a sample (Claim 1) is not 
novel, the claimed detection limit appears to be 
attainable by normal experimentation with specific 
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antibodies (PCT Article 33(3)). 

2.2 Claim 6 does not appear to be inventive: 

D3, which is considered the closest prior art, 
specifies that the N-terminal proBNP (NT-proBNP) can 
be used as a cardiac insufficiency marker. The NT- 
proBNP level in NYHA Class 1 patients is higher than 
in healthy patients and increases as the cardiac 
insufficiency increases, the D3 assay permitting 
differentiation between healthy patients and NYHA 
Class I - IV patients (D3: page 287, column 2, 
paragraphs 2, 3; page 291, Figure 3) . The method for 
determining NT-proBNP which is used in D3 is a radio 
immunoassay that uses an antiserum produced to act 
against human proBNP (1-13) (D3: page 288, column 2, 
paragraph 1) . Consequently D3 differs from the 
subject matter of Claim 6 by the detection method. 
Whilst two antibodies detecting different antigenic 
determinants on N-terminal proBNP are used according 
to Claim 6, the D3 method uses only one antibody in 
a competitive test format (D3: page 288, column 2, 
paragraph 1) . 

The object achieved in Claim 6 is that of preparing 
a sensitive assay which only requires short 
incubation periods (see application, page 4, 
paragraph 3) . 

A person skilled in the art is familiar with 
sandwich assays with two antigen-specific antibodies 
(e.g. Dl: Claim 9; page 8, last line - page 9, 
paragraph 1), and with their advantages such as, for 
example, the shorter incubation periods (Dl: page 9, 
paragraph 1) . Accordingly the teaching of D3, that 
is, the use of NT-proBNP as marker for 
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distinguishing between healthy plasma and NYHA Class 
I - IV plasma in conjunction with a sandwich ELISA 
appears to suggest the subject matter of Claim 6. 
Therefore Claims 7 and 8 likewise appear to be non- 
inventive . 

2.3 Claim 9 does not appear to comply with PCT Article 
33(3). The significance of N-terminal proBNP as 
diagnostic indicator or predictor for cardiac 
insufficiency has been known for a long time (e.g. 
Dl: page 3, lines 2-6) and the use of antibodies 
against the N-terminal proBNP peptide in 
immunoassays in particular is described in the prior 
art (e.g. Dl: page 3, line 7 - page 5, line 11). Dl, 
which is considered the closest prior art, describes 
the production (Dl: page 6, paragraph 3) of proBNP 
(1-76) by chemical synthesis, which is a long-known 
standard method of producing peptides. Moreover, Dl 
describes the use of N-terminal proBNP (1-76) for 
producing antibodies (Dl: Claim 15). However, Dl 
does not describe the production and use of 
recombinant BNP(l-76). 

The object achieved in Claim 9 is consequently that 
of devising an alternative method for producing a 
proBNP (1-76) peptide. D2 discloses the cDNA sequence 
of human BNP. Figure 5 (D2: page 16, lines 24-27) 
discloses the DNA sequence of human BNP (coding 
region of the plasmid phBNP-1) and the associated 
peptide sequence. Example 5 (page 41) of D2 
describes the cloning of human BNP. Moreover, D2 
describes the production of BNP in recombinant 
expression systems (D2: page 20, line 18 - page 26, 
line 25) . 
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The significance and use of N-terminal proBNP is 
described in Dl. 



Furthermore, the production of a recombinant protein 
on the basis of a known cDNA sequence is a standard 
technique for a person skilled in the art. 

In conclusion, the sequence disclosed in D2 in 
combination with the significance and use described 
in Dl appears to render the subject matter of Claim 
9 obvious - 



Since the production of antibodies with peptides and 
proteins is likewise a familiar technique for a 
person skilled in the art and is also described, for 
example, in Dl (pages 7-8), Claims 12, 14-16, 18 
(Dl: page 9, paragraph 2) and 19 (Dl: page 7, 
paragraph 2 - page 8, paragraph 3) likewise appear 
not to comply with PCT Article 33(3). 

Claim 13 concerns antibodies against the 10-66 range 
of amino acids of N-terminal proBNP. The choice of 
this range is intended to ensure that the analyte 
can also be detected when the N or C-terminal amino 
acids have already been digested by proteases. Dl 
can be cited against this since it describes the 
monoclonal antibody 1C7 which specifically binds to 
the BNP( 47-64) sequence. Moreover, the Dl method can 
also produce an antibody which is directed against 
the BNP (22-46) peptide (Dl: page 7, Example 1, 
paragraph 1) . Therefore Claim 13 appears to be 
lacking an inherent inventive concept. 

The same applies to Claims 15 to 17, which concern 
specific deposited antibodies and the producing cell 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii) , the 
description did not cite D2 and it did not briefly 
outline the relevant prior art contained therein. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (January 1994) 



Claims 



1. Method of identifying N-terminal proBNP in a sample, wherein at least two antibodies 
detecting different epitopes of the N-terminal proBNP are used. 

2. Method as claimed in claim 1, wherein the antibodies can bind simultaneously to the N- 
terminal proBNP. 

3. Method as claimed in claim 1 or 2, wherein the method is performed heterogeneously. 

4. Method as claimed in claim 3, 

wherein the method is performed as a sandwich format. 

5. Method as claimed in one of the aforementioned claims, 

wherein the lower detection limit for N-terminal proBNP is under 1 fmol/ml. 

6 Method as claimed in one of the aforementioned claims, wherein by means of the values 
obtained a differentiation of the samples taken from healthy patients and patients with 
heart failure of the NYHA-classes I to IV can be made. 

7 Method as claimed in claim 6, wherein by means of the values obtained a differentiation of 
the samples taken from healthy patients and patients of NYHA-class I can be made. 

8. Use of the method according to one of the aforementioned claims for the differentiation 
between samples taken from healthy patients and patients with heart failure of NYHA- 

classes I to IV. 
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9. Recombinant N-terminal proBNP 



10. Use of recombinant N-terminal proBNP as a standard in a method of identifying N- 
terminal proBNP according to the claims 1 to 7. 

1 l.Use of recombinant N-terminal proBNP for the production of antibodies against N- 
terminal proBNP. 

12. Antibodies against recombinant N-terminal proBNP. 

13. Antibodies as claimed in claim 12, wherein they bind specifically in the amino acid range 
10 to 66 of the N-terminal proBNP. 

H.Antibodies as claimed in claim 12 or 13 obtainable by immunization of a suitable organism 
with recombinantly produced N-terminal proBNP. 

15.Antibodies as claimed in claims 12 to 14, obtainable from the cell lines M 10.1.1 1 or M 
13.4.14. 



16. Antibodies as claimed in claim 15 and produced in an equivalent way with N-terminal 
proBNP compared to those produced from the cell lines M 10. 1 . 1 1 or M 13.4. 14. 



H.Cell lines M 10.1.1 1 or M 13.4.14 deposited with the DSMZ on 26.01. 
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18. Method for the production of polyclonal antibodies as claimed in claims 12 to 14 or 16, 
containing the steps immunization of a suitable organism with recombinantly produced > 
terminal proBNP, isolation of antibodies, screening for the most reactive epitopes and 
purification of the antibodies by immunosorption with appropriate peptides. 



19. Method for the production of monoclonal antibodies as claimed in claims 12 to 16, 
containing the steps immunization of a suitable organism with recombinantly produced 
terminal proBNP and selection of the clones regarding the antibody reactivity with nati 
N-terminal proBNP in different pools of patient sera. 
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zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daG das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daG die in computerlesbarer Form erfaGten Informationen dem schrifttichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



2. Bestlmmte Ansprtiche ha ben slch als n!cht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 

3. Q Rflangelnde ElnheltUchkert der Erflndung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezetchnung der Erflndung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusamrnenfassung 

fyl wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
| | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusamrnenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. '. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER BttCHERCHENBERICHT 



Int^^^wiales Aktenzelchen 

PCTRp 00/00602 



A. KLASS1FIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES , , „ „,„..,,-/«,. 

IPK 7 G01N33/68 C07K14/58 C07K16/26 C07K16/18 C12N15/06 



Nach der International en Patentklassifikation (IPK) Oder nach der national en Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Wassifikationssymbole ) 

IPK 7 G01N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

WPI Data, PAJ, BI0SIS 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 93 24531 A (DZIEGLEWSKA HANNA EVA 
;MEDINNOVA SF (NO); HALL CHRISTIAN (NO)) 
9. Dezember 1993 (1993-12-09) 
in der J\nmel dung erwahnt 
Anspriiche 1,9 

HUNT P J ET AL: "IMMUNOREACTIVE 

AMINO-TERMINAL PRO-BRAIN NATRIURETIC 

PEPTIDE (NT-PR0BNP): A NEW MARKER OF 

CARDIAC IMPAIRMENT" 

CLINICAL ENDOCRINOLOGY, GB, BLACKWELL 

SCIENTIFIC PUBLICATIONS, OXFORD, 

Bd. 47, 1997, Seiten 287-296, XP000913471 

ISSN: 0300-0664 

Seite 287, Spalte 2, Zeile 15 - Zeile 20 

-/- 



1-4, 
9-14,18 



1,5-8 
1,5-8 



9-14,18 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
*A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Priori tatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu I ass en, oder durch die das Verdffentiichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"& 



Spate re Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer odermehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 
' Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



10. August 2000 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



21/08/2000 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Gundlach, B 
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C.(Fortsetzung) ALS WESEr^TUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



DAGGUBATI , S. ET AL. : "Adrenomedullin, 
endothelin, neuropeptide Y, atrial, brain, 
and C-natriuretic prohormone peptides 
compared as early heart failure 
indicators" 

CARDIOVASCULAR RESEARCH, 

Bd. 36, 1997, Seiten 246-255, XP000913576 

Seite 253, Spalte 2, Absatz 1 

HUNT P J ET AL: "THE AMINO-TERMINAL 
PORTION OF PRO-BRAIN NATRIURETIC PEPTIDE 
(PRO-BNP) CIRCULATES IN HUMAN PLASMA" 
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, US, ACADEMIC PRESS INC. 
ORLANDO, FL, 

Bd. 214, Nr. 3, 1995, Seiten 1175-1183, 

XP000907386 

ISSN: 0006-291X 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 



HUNT P J ET AL: "THE ROLE OF THE 

CIRCULARI0N IN PROCESSING PRO-BRAIN 

NATRIURETIC PEPTIDE (PROBNP) TO 

AMINO-TERMINAL BNP AND BNP-32" 

PEPTIDES, US, ELMSFORD, 

Bd. 18, Nr. 10, 1997, Seiten 1475-1481, 

XP000913698 

ISSN: 0196-9781 

das ganze Dokument 



1,5-8 



9-14,18 
9-14,18 



1-8, 

15-17,19 
9-14,18 



1-8, 

15-17,19 
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BUDAPESTER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN 
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Roche Diagnostics GmbH 
Sancihofer Str. 116 

68305 Mannheim 



EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG. 
ausgestellt gemafl Rcgei 7. 1 von dcr unien angegebenen 
INTERNATIONALEN HrNTERLEGUNGSSTELLE 



I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 



Vom HINTERLEGER zugeietltcs Bezugszeichen: 
MAK<proBNP>M 13 . 4 . 14 



Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugctciite EINGANGSNUMMERj 

DSM ACC23 87 



H. WISSENSCHAFTUCHE BESCHRHBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZSCHNUNG 



Mit dem unter I. bezeichneten Mikroorganismus wunic 



( ) erne wiisenschalllichc Bescfiretbung 

( ) einc vorgescnlagene taxonomische Bczcichnung 

eingereicnt. 

(ZutretTendes anicreuzen). 



HI. EINGANG UND ANNAHME 



^m^g^I "£wlfrni£ teilC mmmt UmCr * be " tchnctcn Mikreorganiimus an. dcr bet ihr am 1999-01-26 (Datum dcr 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



bci dieaer ln *™°nakn HtmertegungssteUe am cingcgangcn (Darum dcr Em- 
22 fDatl UmWandlUng dlCKf ^^intcrtcgung in cine Hintcricgung gemafl Bister Venrag to am 

wngegangen (Datum des Em gangs des Antrags aui Umwandlung). 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKU LTUREN GmbH 

Anschrift: Mascnereder Weg lb 
D08124 Braunscmveig 



Unterschrift(cn) dcr zur Veroetung dcr international en Hintertegungsstdie 
betugten Person^ en) oder des (dcr) von thr ermacntigten Bediciuieien: 

Datum: 1999-02-11 



' Falls Rcgcl 6.4 Buchst&be d zutnrtt Ut dies dcr Zthpunkc. zu dem der Status 
FormbUtt OSMZ-BP/4 (einzige Sette) 0196 



cincr imernauonalen Htnteriegungsstelle envomen worden t$L 



WO 00/45176 



PCT/EPOO/00602 
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ANFRK^i ^r^n SJ^ 0 UBER DIE INTERNATIONALE 
FUR DIE 2WECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Roche Diagnose ics GmbH 
Sandhofer Str. lis 

683 05 Mannheim 



LEBENSFAHIGKHTSBESCHHNIGUNG 

ausgestetlt zemafl Regel i 0-2 von der unten angegeoenen 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. HTNTERLEGER 


II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Roche Diagnostics GmbH 
Sandhofer Str. us 

Anschrift: 

68305 Mannheim 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteiite EINGANGSNUMMER: 
DSM ACC23 87 

Daoun der Hinteriegung ader Wetterieintng 1 : 
1999-01-26 


IIL LEBENSFAHIGKETTSBESCHEINIGUNG 




Die Lebcnjfthigkeu des unier (1 genanmen Mikraorganismus 1st am 1999 


- 0 1 - 2 7 1 gepruft worden. 


(X) J lebensfthig 

( )' nicht mehr iebenjia/wg 




IV. BEDINGUNGEN, UNTER DEN EN DIE LEBENSFaHICKEITSPROFUNC DURCHGEFUHRT WORD EN 1ST 




V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND 2ELLK.ULTUREN GmbH 

Anschrift; Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


UnterschrifUcn) der zur Venretung der intern ationalen Hintertegungsstetle 
befiigten Person* cn) ooer des (der) von ihr ermachtigcen Beditnneira: 

Damm: 1999-02-11 



der iew«,., .emen o* TvlZSZ Hin,er1e8Un8 Weteriei,UB * vorgenommen worden i«. Angtte de. Dram 

Zum^to 8 ^to^L^ UClUtal>e * " Und "' vor « e " ftenen f«Il"> Angafte der lemen LebeniiUhigkeiBpruftmg. 
AusflUlen, wenn die Angaben bc&ntragt worden sind und wenn die Ergcbnisse der Pmtlmg ncguiv weren. 



Fonnblaa DSMZ-BP/9 (einzige Seiie) 0196 



WO 00/45176 
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Patentanspriiche 

1 . Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP in einer Probe dadurch 
gekennzeichnet. daB mindestens zwei Antikorper, die verschiedene Epitope des N- 
terminalen proBNP erkennen. verwendet werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dafl die Antikorper gleichzeitig 
am N-terminaien proBNP binden konnen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet, daB das Verfahren als 
heterogenes Verfahren durchgefiihrt wird 

4. Verfahren nach .Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet, daB das Verfahren im 
Sandwichformat durchgefiihrt wird 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche dadurch gekennzeichnet, dafl 
die untere Nachweisgrenze fur N-terminales proBNP unter 1 fmol/ml liegt. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche dadurch gekennzeichnet. daB 
mittels der erhaltenen Werte eine Differenzierung nach Proben von gesunden 
Patienten und Proben von Patienten mit HerzinsufFizienz der NYHA-Klassen I bis IV 
vorgenommen werden kann 

7. Verfahren nach Anspruch 6 dadurch gekennzeichnet. daB anhand der erhaltenen 
Werte eine Differenzierung zwischen Proben von gesunden Patienten und Proben von 
Patienten der NVHA-Klasse I vorgenommen werden kann. 



8. 



Verwendung des Verfahrens gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche zur 
Differenzierung zwischen Proben von gesunden Patienten und Proben von Patienten 
der NYHA-Klassen I bis IV 



WO 00/45176 




PCT/EP00/00602 



9. Rekombinantes N-terminaies proBNP 

10. Verwendung von rekombinantem N-terminalen proBNP als Standard in einem 
Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP gemaB den Anspriichen I bis 7. 

11. Verwendung von rekombinantem N-terminalen proBNP zur Herstellung von 
Antikdrpern gegen N-terminales proBNP. 

12. Antikorper gegen rekombinantes N-terminales proBNP. 

13. Antikorper gemaB Anspruch 12 dadurch gekennzeichnet. dafl sie im Bereich von 
Aminosaure 10 bis 66 des N-terminalen proBNP spezifisch binden. 

14. Antikorper gemaB Anspruch 12 oder 13 erhaltlich durch Immunisierung eines 
geeigneten Organismus mit rekombinant hergestelltem N-terminalen proBNP. 

15. Antikorper nach den .Anspriichen 12 bis 14, erhaltlich aus der Zellinien M 10.1.11 
oderM 13.4 14 

16. Antikorper gemaB Anspruch 15, die in aquivalenter Weise mit N-terminalem proBNP 
hergestellt wurrien wie die Antikorper, die von den Zellinien M 10.1. 1 1 oder M 
13.4.14, produzien werden. 

17. Zellinien M 10 11 1 oder M 13.4. 14 hinterlegt am 26.01. 1999 bei derDSMZ. 

18. Verfahren zur Hersteiiung von polyklonalen Antikorpern gemaB den Anspriichen 12 
bis 14 oder 16. enthaltend die Schritte Immunisieren eines geeigneten Organismus 
mit rekombinant hergestelltem N-terminalem proBNP, Isolieren der Antikorper, 
Screenen nach den reaktivsten Epitopen und Aufreinigung der Antikorper uber 
Immunsorption an geeigneten Peptiden. 



WO 00/45176 




PCT/EP00/O06O2 
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19. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern gemaB den Anspriichen 12 
bis 16. enthaltend die Schritte Immunisieren eines geeigneten Organismus mit 
rekombinant hergestelltem N-terminalem proBNP und Auswahl der Klone beziiglich 
der Reaktivitat der Antikorper mit nativem N-terminalem proBNP in verschiedenen . 
Pools von Patientenseren. 



WO 00/45176 




PCT/EP00/00602 
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seque:;~p?.ctokcll 



Rocne Diagncs:;:s GmbH 



<12C> Verfahren zurr. Nacnwei s von N- terrr^naiem proBK? 

<120> 51310AWO-SZ 

<140> 
<141> 

<160> 6 

<170> Patentln Ve:. 2.1 

<210> 1 
<211> 17 
<212> DNA 
<213> Z. coll 

<400> 1 

ccggatccca cccgcrg 17 

<210> 2 
<211> 79 
<212> DNA 
<213> E . coll 

<400> 2 

cgggauccca ccczz'zzzz tzcccgggt: ccgcrzccga ccrggaaacc tccggtctgc 60 
aggaacagcg caacca:;: 79 

<210> 3 

<211> 70 

<212> DNA 

<213> E. coli 

<400> 3 

cggttccagg gaggtctrrt caacctgcag rccggacagr ::acccr?=a ggcggttacg 60 
ctgttcctgc 70 

<210> 4 
<211> 71 
<212> DNA 
<213> E. coli 



<400> 4 



cagaccuccc :ggaacc = z: ccaaaaat.cc ccccccccca ::;c:::::: naaaccccgt 60 



WO 00/45176 
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aaaatiacta c 



71 



<210> 5. 
<211> 87 
<2X2> DNA 
<213> E. cell 

<400> 5 

cccaagctta aegeggagea cgcagggtgr. acagaaccat. r"acgg~ga ccacggatac 60 
etteggrage aacr::acgc gat.rr.ee 87 

<210> 6 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> E. coll 



<400> 6 



cccaagctca acacacaac 



19 



JC17Baett POTTO 2 6 JUL 20OV 

#09/890442 



ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 5181/00/DE 



Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von N-terminalem 
proBNP in einer Probe mit mindestens zwei Antikorpern, die verschiedene Epitope des 
N-terminalen proBNP erkennen. Das Verfahren kann zur Differenzierung bzw. Klassi- 
fizierung von Proben von Gesunden und Proben von Patienten der NYHA-Klassen I bis 
10 IV angewendet werden. AuBerdem betrifft die Erfindung rekombinantes N-terminales 
proBNP, dessen Verwendung als Standard in einem Verfahren zum Nachweis von N- 
terminalem proBNP, sowie Antikorper, die rekombinantes N-terminales proBNP erken- 
nen, und deren Herstellung. 

15 Herzinsuffizienz ist ein weit verbreitetes Phanomen insbesondere in der westlichen Welt. 
Unter Herzinsuffizienz versteht man gemafi Roche Lexikon Medizin (1993, Urban & 
Schwarzenberg) das akute oder chronische Unvermogen des Herzens, bei Belastung oder 
schon im Ruhezustand den fur den Stoffwechsel erforderlichen Blutauswurf aufzubringen 
bzw. den venosen Ruckfluss aufzunehmen (sogenannter Backward- und Forward- 

20 Failure). Es liegt also eine Schwache der Pumpenfunktion vor. Die Ursachen fur 
Herzinsuffizienz sind vielschichtig. Unter anderem sind hier entziindliche und 
degenerative Veranderungen des Herzmuskels, koronare Durchblutungsstorung, 
Herzinfarkt und Verletzungen zu nennen. Dies flihrt zu Veranderungen am peripheren 
Blutkreislauf, Stbrung der Atmung, der Nierenfunktion und des Elektrolytstoffwechsels 

25 (Odeme) und zu verminderter Leistungsfahigkeit der Skelettmuskulatur. 

GemaB der New York Heart Association (NYHA) wird Herzinsuffizienz anhand von 
korperlichen Belastungstests in sogenannte NYHA-Klassen eingeteilt: I bedeutet vollige 
Beschwerdefreiheit bei normaler korperlicher Belastung, II bedeutet leichte Einschran- 
30 kung der korperlichen Belastbarkeit, III bedeutet starke Einschrankung der Belastbar- 




2 

keit, IV bedeutet, daB bei jeder korperlichen Tatigkeit eine Zunahme der meist auch in 
Ruhe bestehenden Insuffizienzzeichen stattfindet. 



Zu einer effektiven medikamentdsen Behandlung von Herzinsuffizienz mittels Glyko- 
5 siden, Vasodilatoren, ACE-Hemmern und/oder P-Blockern ist es erforderlich, zuvor das 
Vorliegen einer Herzinsuffizienz genau zu diagnostizieren und moglichst auch nach ihrem 
Schweregrad zu klassifizieren und zusatzlich den Verlauf der Behandlung zu monitoren. 

Im Stand der Technik werden einige Serummarker zur fruhen Diagnose von Herzinsuf- 
10 fizienz wie beispielsweise ANP (N-terminal atrial natriuretic peptide hormon) und pro- 
ANP, CNP (C-natriuretic peptide), Adrenomedullin, Neuropeptid Y, Endothelin und 
BNP (brain natriuretic peptide) diskutiert. ANP und proANP sind prinzipiell als Marker 
zur Diagnose von Herzinsuffizienz geeignet, besitzen jedoch eine geringe Stabilitat bzw. 
kurze Halbwertzeit im Blut, was diagnostische Messungen erschwert (Clin. Sci. 95(3) 
15 (1998), 235-239; Cleland et al., Heart 75 (1996), 410-413). 

Ein haufig zitierter und als aussagekraftig angesehener Marker ist das BNP (brain 
natriuretic peptide). BNP wurde urspriinglich im Gehirn von Schweinen identifiziert. Es 
handelt sich dabei urn ein Herzhormon, das strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit mit 

20 ANP (atrial natriuretic peptide) besitzt (Sudoh et al., Nature 332 (1988), 78-81). Das 
humane BNP, das aus 32 Aminosauren besteht. wird vor allem von den Herzventrikeln 
sekretiert und zirkuliert im humanen Blutplasma. Der Einsatz von BNP als diagnostischer 
Marker ist beispielsweise aus der EP-A-0 542 255 bekannt. BNP besitzt eine 
intramolekulare Disulfidbrlicke und ist als Analyt vermutlich aufgrund seiner physiolo- 

25 gischen Funktion als Hormon, das schnell wieder abgebaut werden muB, nicht sehr stabil 
und daher als diagnostischer Marker nur beschrankt geeignet (Masuta et al., Clin. Chem. 
Vol. 44 No. 6 Supplement A (1998), 130; Tsuji et al., Clin. Chem. 40 (1994), 672). 

Das Vorlaufer-Molekul von BNP, das proBNP, besteht aus 108 Aminosauren, von denen 
30 die zuvor beschriebenen 32 C-terminalen Aminosauren (77-108), die als BNP bezeichnet 
werden, die eigentliche hormonelle Wirkung entfalten. Die vom Precursor abgespaltenen 
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N-terminalen Aminosauren 1-76 werden als N-terminales proBNP bezeichnet. Neben 
BNP (77-108) zirkuliert auch N-terminales proBNP (1-76) im Plasma (Hunt et al, 
Biochem. Biophys. Res. Com. 214 (1995), 1 175-1 183), so daB N-terminales proBNP 
ebenfalls als Marker fur Herzinsuffizienz in Frage kommt. 

5 

In der WO 93/24531 (US 5,786,163) wird ein immunologisches Verfahren zum 
Nachweis von N-terminalem proBNP und dazu verwendete Antikorper beschrieben. Zur 
Gewinnung der Antikorper werden hier einzelne synthetisch hergestellte Peptide aus der 
Sequenz von N-terminalem proBNP verwendet. Prinzipiell ist zwar die Gewinnung von 

10 Antikorpern mittels Peptidimmunisierung moglich, doch ist die AfFinitat zum 

Gesamtmolekul im allgemeinen zu niedrig, um die erforderliche Sensitivitat in einem 
Testverfahrens zu erreichen. Dariiberhinaus besteht die Gefahr, daB bei Verwendung von 
Peptiden Antikorper gewonnen werden, die beispielsweise den C-Terminus des Peptids 
erkennen und somit nur dieses Bruchstiick des Gesamtmolekuls binden konnen. Daraus 

15 folgt, daB diese Antikorper das Gesamtmolekul nicht oder nur schwach binden konnen. 
In der WO 93/2453 1 werden polyklonale Antikorper gegen ein einziges vom N- 
terminalen proBNP abgeleitetes Peptid hergestellt. Es wird gezeigt, daB die erzeugten 
Antikorper zwar das Immunisierungspeptid (Aminosauren 47-64) im kompetitiven 
Testformat binden. Es wird jedoch nicht gezeigt, daB die Antikorper in der Lage sind, 

20 natives N-terminales proBNP als Gesamtmolekul in einer Probe zu binden. Der in der 
WO 93/2453 1 beschriebene Sandwichtest in einer Probe kann dariiberhinaus nicht wie 
beschrieben durchgefuhrt werden, da kein geeignetes Standardmaterial zur Verfugung 
stand und keine Antikorper gegen zwei verschiedene Epitope vorgelegen haben. 

25 Ein weiteres Problem im Stand der Technik ist die Sensitivitat des Tests. Anhand des in 
der WO 93/2453 1 durchgefiihrten kompetitiven Tests, bei dem das Peptid 47-64 in 
markierter Form als Tracer mit einer Probe bzw. mit dem unmarkierten Peptid-Standard 
47-64 um die Bindung an polyklonale Antikorper aus Kaninchenserum kompetieren, 
wird nach 48-stundiger Inkubation nur eine sehr maBige Kompetition erreicht, aus der 

30 bestenfalls eine untere Nachweisgrenze von etwa 250 fmol/ml abgeleitet werden kann. 
Dies ist weder fur die Differenzierung von Gesunden und Patienten mit einer Herzinsuf- 
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fizienz, noch fur eine differenzierte Klassifizierung von Patientenproben nach Schwere- 
grad der Herzinsuffizienz ausreichend. AuBerdem sind die langen Inkubationszeiten des 
kompetitiven Tests fur routinemaBige Messungen der Proben im automatisierten Labor 
nicht akzeptabel. 

5 

Von Hunt et al. (Clinical Endocrinology 47 (1997), 287-296) wird ebenfalls ein kompe- 
titiver Test zum Nachweis von N-terminalem proBNP beschrieben. Hierzu muB die 
Plasmaprobe vor Vermessung aufwendig extrahiert werden, was die Gefahr birgt, daB 
der Analyt dabei zerstort wird und Fehlmessungen auftreten. Das hier verwendete 

10 Antiserum wird analog zur WO 93/2453 1 durch Immunisierung mit einem synthetischen 
Peptid erzeugt. Bei Hunt et al. wird das Antiserum durch Immunisierung mit den N- 
terminalen proBNP- Aminosauren 1-13 erzeugt, als Standard wird das Peptid von 
Aminosaure 1-21 eingesetzt. Auch in diesem Test muB eine lange Inkubationszeit in 
Kauf genommen werden. Nach 24-stundiger Inkubation wird eine untere Nachweis- 

15 grenze von 1,3 fmol/ml erreicht. 

Im Stand der Technik existiert somit kein Verfahren zum Nachweis von N-terminalem 
proBNP, das bei kurzen Inkubationsdauern einen zuverlassigen, sensitiven Nachweis von 
nativem N-terminalem proBNP ermoglicht. 

20 

Aufgabe war es daher. ein Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP in einer 
Probe bereitzustellen, das die aufgefuhrten Nachteile des Standes der Technik 
weitestgehend vermeidet. Insbesondere sollte eine hohe Sensitivitat im Test erreicht 
werden konnen, damit eine Differenzierung der Patientenproben von Gesunden und 
25 Proben von Patienten der NYHA-Klassen I bis IV erfolgen kann. 

Die Aufgabe wird gelost durch das in den Anspruchen naher definierte Verfahren zum 
Nachweis von N-terminalem proBNP in einer Probe. Das Verfahren ist dadurch 
gekennzeichnet, daB mindestens zwei Antikorper, die verschiedene Epitope des N- 
30 terminalen proBNP erkennen, verwendet werden. 
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Das wesentliche am erfindungsgemaBen Verfahren ist, daB natives N-terminales proBNP 
in einer Probe erfasst wird. Das heiBt, die Antikorper mussen in der Lage sein, das 
intakte Molekul und moglichst auch proteolytisch angedaute Bruchstiicke in einer Probe 
zu erkennen und spezifisch zu binden. Im Verfahren werden mindestens zwei 
5 verschiedene Antikorper eingesetzt, die verschiedene Epitope des N-terminalen proBNP 
binden. Die Epitope konnen linear oder sogenannte Konformationsepitope sein. 
Bevorzugt sind die Epitope so lokalisiert, daB beide Antikorper gleichzeitig binden 
konnen. 

10 Unter dem BegrifF M Epitop n wird erfindungsgemaB die Bindungsstelle auf einem 

immunologischen Bindepartner wie beispielsweise einem Antigen verstanden, an den ein 
Antikorper spezifisch bindet. Ein "Epitop" wird meist eindeutig durch 6 bis 8 
Aminosauren definiert. Der Bindepartner entspricht erfindungsgemaB dem N-terminalen 
proBNP beziehungsweise einer Teilsequenz davon. Das Epitop, an den der Antikorper 

15 bindet, ist dann ein Teilbereich auf dem Bindepartner. Das Epitop kann in linearer Form 
oder als Konformationsepitop vorhanden sein. 

Mittels der beiden Antikorper unterschiedlicher Spezifitat ist es moglich, statt der 
kompetitiven, langwierigen Testfuhrung des Standes der Technik ein schnelleres 
20 Verfahren zum Nachweis des Analyten durchzufuhren. Das erfindungsgemaBe 

Nachweisverfahren kann mittels homogener oder heterogener Testfuhrung erfolgen. 
Bevorzugt ist die heterogene Testfuhrung und besonders bevorzugt das dem Fachmann 
gelaufige Sandwich-Verfahren. 

25 Bevorzugt wird ein solches Verfahren zur Bestimmung des N-terminalen proBNP in 
folgenden Schritten durchgefuhrt: 

a) Umsetzen der Probe mit einem fur N-terminales proBNP spezifischen ersten 
Antikorper, der eine mit einer Festphase bindefahige Gruppe tragt, uber die die Bindung 
an eine Festphase erfolgen kann, oder Umsetzen der Probe mit einem fur N-terminales 

30 proBNP spezifischen ersten Antikorper, der bereits an eine Festphase gebunden ist, 

b) Umsetzen dieser Losung mit dem zweiten Antikorper, der ein anderes Epitop erkennt 
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als der erste Antikorper, und der eine Markierung tragt 

c) Bindung des gebildeten Immunkomplexes an eine Festphase, wobei die Festphase 
bereits in Schritt a) vorhanden sein kann 

d) Trennung der festen von der flussigen Phase 

5 e) Detektion der Markierung in einer oder beiden Phasen. 

Bei quantitativer Bestimmung wird die gleiche Messung mit einer definierten Menge an 
N-terminalem proBNP als Standard durchgefuhrt und nach Bestimmung der Probe als 
Schritt f) ein Vergleich der Messwerte des Standards mit dem Wert der Probe und die 
10 Quantifizierung durchgefuhrt. 

Unter dem Begriff "Antikorper" werden im Sinne der Erfindung mono- oder polyklonale, 
chimare oder humanisierte oder andere durch gentechnologische Modifikationen 
erhaltlichen Antikorper sowie samtliche dem Fachmann bekannten Fragmente wie 
15 F(ab') 2 , Fab' oder Fab-Fragmente verstanden. Lediglich die immunologische spezifische 
Bindefahigkeit an N-terminales proBNP muB gewahrleistet sein. 

Der erste fur N-terminales proBNP spezifische Antikorper kann entweder direkt an die 
Festphase gebunden sein, oder die Bindung an die Festphase erfolgt indirekt uber ein 

20 spezifisches Bindungssystem. Die direkte Bindung dieses Antikorpers an die Festphase 
erfolgt nach dem Fachmann bekannten Methoden, beispielsweise adsorptiv. Wird die 
Bindung indirekt uber ein spezifisches Bindungssystem durchgefuhrt, so ist der erste 
Antikorper ein Konjugat, das aus einem Antikorper gegen N-terminales proBNP und 
einem Reaktionspartner eines spezifischen Bindungssystems besteht. Unter einem spezi- 

25 fischen Bindungssystem werden hier zwei Partner verstanden, die spezifisch miteinander 
reagieren konnen. Das Bindungsvermogen kann dabei auf einer immunologischen 
Reaktion oder auf einer anderen spezifischen Reaktion beruhen. Bevorzugt wird als 
spezifisches Bindungssystem eine Kombination von Biotin und Avidin oder Biotin und 
Streptavidin verwendet. Weitere bevorzugte Kombinationen sind Biotin und Antibiotin, 

30 Hapten und Anti-Hapten, Fc-Fragment eines Antikorpers und Antikorper gegen dieses 
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Fc-Fragment oder Kohlenhydrat und Lectin. Einer der Reaktionspartner des spezifischen 
Bindungssystems ist dann Teil des Konjugates. 

Der andere Reaktionspartner des spezifischen Bindungssystems fur den ersten Binde- 
5 partner liegt als Beschichtung der festen Phase vor. Bevorzugt wird hier Streptavidin 
oder Avidin verwendet. Die Bindung des anderen Reaktionspartners des spezifischen 
Bindungssystems an ein unlosliches Tragermaterial kann nach den ublichen, dem 
Fachmann bekannten Methoden vorgenommen werden. Hierbei ist sowohl eine kovalente 
als auch eine adsorptive Bindung geeignet. 

10 

Als Festphase geeignet sind Reagenzglaschen oder Mikrotiterplatten aus Polystyrol oder 
ahnlichen KunststofFen, die an der Innenoberflache mit einem Reaktionspartner des 
spezifischen Bindungssystems beschichtet sind. Weiterhin geeignet und besonders be- 
vorzugt sind teilchenformige Substanzen, wie beispielsweise Latexpartikel, magnetische 

15 Partikel, Molekularsiebmaterialien, Glaskorperchen, KunststofFschlauche und 

dergleichen. Auch porose, schichtformige Trager wie Papier oder Nitrocellulose konnen 
als Trager verwendet werden. Besonders bevorzugt werden magnetische Kiigelchen, 
sogenannte Beads verwendet, die wiederum mit dem entsprechenden Bindepartner des 
oben beschriebenen spezifischen Bindesystems beschichtet sind. Diese Mikropartikel 

20 konnen dann nach Ablauf der Testreaktion fur die Durchfuhrung der Nachweisreaktion 
beispielsweise durch Filtration, Zentrifugation oder im Falle der magnetischen Partikel 
durch einen Magneten von der flussigen Phase getrennt werden. 

Der zweite spezifische Antikorper erkennt ein anderes Epitop des N-terminalen proBNP 
25 als der erste Antikorper. Der Abstand der beiden Epitope auf dem Molekul muB so gro(3 
sein, da(3 die gleichzeitige Bindung der beiden Antikorper an das N-terminale proBNP 
ohne Einschrankung moglich ist, da ansonsten kein Sandwich-Komplex gebildet werden 
kann. 

30 Die Detektion der spezifischen Bindereaktionen zwischen den Antikorpern gegen N- 

terminales proBNP und N-terminalem proBNP kann auf verschiedene Weise erfolgen. Im 
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allgemeinen ist der zvveite Antikorper markiert. Ubliche Markierungen sind Chromogene, 
Fluorophore, zur Chemi- oder Elektrochemilumineszenz fahige Substanzen, 
Radioisotope, Haptene. Enzymmarkierungen oder Substanzen, die wiederum ein spezi- 
fisches Bindungspaar bilden konnen wie beispielsweise Biotin/Streptavidin. Der Nach- 
5 weis des Immunkomplexes erfolgt dann anhand des Signals, das von der Markierung 
ausgesandt wird. Beispielsweise kann der zweite Antikorper mit dem Hapten Digoxi- 
genin markiert sein. Dieses Hapten wird wiederum von einem weiteren, fur Digoxigenin 
spezifischen Antikorper gebunden. Der fur Digoxigenin spezifische Antikorper ist selbst 
beispielsweise mit einem Enzym wie Peroxidase markiert. Der letztendliche Nachweis 
10 erfolgt dann anhand der bei der Umsetzung der Peroxidase mit einem entsprechenden 
Substrat erfolgenden Farb- bzw. Extinktionsanderung. 

Als Proben fur die Durchftihrung des Verfahrens zum Nachweis von N-terminalem 
proBNP konnen alle dem Fachmann gelaufigen biologischen Flussigkeiten verwendet 
15 werden. Bevorzugt werden als Probe Korperflussigkeiten wie Vollblut, Blutserum, 
Blutplasma, Urin oder Speicheh besonders bevorzugt wird Blutserum und -plasma 
eingesetzt. 

Neben den sogenannten NaBtesten, bei denen die Testreagenzien in fliissiger Phase 
20 vorliegen, konnen auch alle gangigen Trockentestformate, die zum Nachweis von 

Antigenen, Haptenen, Peptiden. Proteinen, Antikorpern etc. geeignet sind, verwendet 
werden. Bei diesen Trockentests oder Teststreifen, wie sie beispielsweise in der EP-A-0 
186 799 beschrieben sind. sind im allgemeinen alle Testkomponenten bis auf die zu 
untersuchende Probe auf einem Trager aufgebracht. Die Nachweisreaktion erfolgt, wenn 
25 der Teststreifen mit der flussigen Probe in Kontakt gebracht wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zeichnet sich dadurch aus, daB die untere Nachweis- 
grenze fur N-terminales proBNP unter 1 fmol/ml liegt (entspricht 1 pmol/1). Die erfin- 
dungsgemaB hohe Sensitivitat von < 1 fmol/ml wird ohne lange Inkubationszeiten 
30 erreicht. Insgesamt liegt die Dauer des Verfahrens bei einem Mikrotiterplattentest unter 2 
Stunden, bevorzugt mit sensitiveren Nachweismethoden wie der 
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Electrochemilumineszenz bei 15 Minuten. Eine Obergrenze fur das Nachweisverfahren 
bezuglich der nachzuweisenden Konzentration existiert praktisch nicht. Die 
technologische Obergrenze wird im allgemeinen durch die verwendete MeBmethode 
vorgegeben. Das Verfahren vveist prinzipiell auch sehr hohe Konzentrationen an N- 
5 terminalem proBNP nach. 

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die gute Differenzierung der 
Proben von Patienten mit und ohne Herzinsuffizienz anhand der erhaltenen Messwerte. 
Das Nachweisverfahren ist so sensitiv, daB sogar eine Differenzierung zwischen 
10 Patienten ohne koronarer Erkrankung und Patienten mit einer nur schwach ausgepragten 
oder langsam einsetzenden Herzinsuffizienz der NYHA-KJassen I und II erfolgen kann. 
Eine solch friihe Erkennung einer einsetzenden Herzinsuffizienz kann die Entscheidung 
zu einer friihzeitigen medikamentosen Behandlung beeinflussen und somit die 
Uberlebensrate des Patienten deutlich verlangern. 

15 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist rekombinant hergestelltes N-terminales 
proBNP. Unter N-terminalem proBNP wird der vom 108 Aminosauren groBen 
Vorlaufermolekiil proBNP abgespaltene N-terminale Teil verstanden, der aus den 
Aminosauren 1-76 besteht. Unter N-terminalem proBNP werden auch Teile davon 
20 verstanden, die aufgrund von Abbaureaktionen dieses Molekiils im Blut vorkommen 
konnen 

Im Stand der Technik ist bisher kein rekombinantes N-terminales proBNP bekannt, da 
dessen Herstellung aufgrund der kurzen Aminosauresequenz nicht leicht moglich ist. Die 
25 chemische Synthese eines uber 30 Aminosauren groBen Peptids ist aufgrund der 

auftretenden Fehlsequenzen und der stark abnehmenden Ausbeute pro Synthesezyklus 
keine Alternative zur rekombinanten Herstellung in einem Wirtsorganismus. 

Fur ein diagnostisches Nachweisverfahren wird jedoch immer ein Standard- oder 
30 Kontrollmaterial benbtigt, mit dessen Hilfe zum einen die Bestimmung des Analyten 
quantitativ erfolgen kann und zum anderen die Funktionsfahigkeit des Tests uberpriift 
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werden kann.. Soil eine Quantifizierung erfolgen, so muB mittels einer Standardreihe eine 
definierte quantitative Eichung vorgenommen werden. Eine solche Eichung ist wiederum 
auch nur dann sinnvoll, wenn das als Standard verwendetete Material sich im 
immunologischen Test gleich oder sehr ahnlich verhalt wie der Analyt. Wesentlich dabei 
5 ist, daB der Standard eine ausreichend groBe strukturelle und insbesondere immuno- 
logische Ahnlichkeit zum Analyten besitzt, damit die Bindung des Standards an die 
Nachweisantikorper so erfolgt, wie sie dann auch beim nativen Molekul in der Probe 
stattfindet. 

10 Ein solches Standardmaterial fur ein Verfahren zum Nachweis von N-terminalem 

proBNP steht im Stand der Technik nicht zur Verfugung. Lediglich kurze synthetische 
Peptide werden beschrieben. ErfindungsgemaB ist es nun erstmals moglich gewesen, mit 
Hilfe der Gensynthese eine fur N-terminales proBNP codierende DNA-Sequenz herzu- 
stellen und anschlieBend eine rekombinante Expression des N-terminalen proBNP in E. 

15 coli zu erreichen. Die Vorgehensweise ist in Beispiel 1 erlautert. 

Gegenstand der Erfindung ist daher die Verwendung von rekombinantem N-terminalen 
proBNP als Standard in einem Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP in 
einer Probe mittels mindestens zweier Antikorper, die verschiedene Epitope des N- 
20 terminalen proBNP erkennen. 

Fur Immunisierungszwecke wurden im Stand der Technik bislang ebenfalls nur 
synthetische, vom N-terminalen proBNP abgeleitete kurze Peptide eingesetzt. Der 
Nachteil bei Peptidimmunisierungen ist, daB meist nur sehr niedrig affine Antikorper 
25 erhalten werden bzw. die gewonnenen Antikorper nur mit linearen Epitopen reagieren 
und das nativ gefaltete Antigen in der Probe nicht gebunden werden kann (siehe Beispiel 
3). 

Deshalb ist es wichtig, fur Immunisierungen zur Herstellung von Antikorpern ein 
30 Immunogen zu verwenden, das zum letztendlich nachzuweisenden Analyten eine 
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genugend groBe Ahnlichkeit aufweist. Nur so ist gewahrleistet, daB von den Antikorpern 
der native Analyt in der Probe mit hoher Affinitat gebunden wird. 



Ein Gegenstand der Erfindung ist daher auch die Verwendung von rekombinantem N- 
5 terminalem proBNP als Immunogen zur Herstellung von Antikorpern gegen N- 
terminales proBNP. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Antikorper gegen rekombinantes N-termi- 
nales proBNP. Die Definition des Begriffes Antikorper entspricht der Definition in den 

10 Abschnitten uber die Testfuhrung. Die erfindungsgemaBen Antikorper erkennen bevor- 
zugt spezifisch Epitope im N-terminalen Teil des 76 Aminosauren groBen N-terminalen 
proBNP, dabei bevorzugt im Bereich von Aminosaure 10 bis 66, besonders bevorzugt im 
Bereich von Aminosaure 10 bis 38. Sinnvoll ist es, wenn die von den Antikorpern 
erkannten Epitope so lokalisiert sind, daB auch N-terminales proBNP, das in einer Probe 

15 bereits von den Enden her proteolytisch angedaut ist, diese Epitope noch enthalt. Somit 
ist die Stabilitat des Analyten in der Probe eher zweitrangig. Die Epitope in den 
bevorzugten Bereichen des N-terminalen proBNP konnen linear oder als Konforma- 
tionsepitope vorliegen. 

20 Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind daher monoklonale Antikorper, die von 
den Zellinien MAK M 10.1.1 und MAK M 13.4. 14, hinterlegt und eingegangen am 
26.01.1999 bei der DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, Braunschweig, Deutschland, produziert werden. Bei den Antikorpern, die von 
diesen beiden Zellinien produziert werden, handelt es sich urn Antikorper vom IgG-Typ. 

25 Die Zellinien M 10.11 1 und M 13.4. 14 sind ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung sind Antikorper, die in aquivalenter Weise wie 
die von den Zellinien M 10.1.1 1 und M 13.4. 14 produzierten mit N-terminalem proBNP 
spezifisch bindefahig sind. Unter dem Begriff "in aquivalenter Weise produzierte" 
30 Antikorper wird verstanden, daB die Antikorper durch Immunisierung mit 
rekombinantem N-terminalem pro-BNP gewonnen werden. 
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Gegenstand der Erfindung sind auch Verfahren zur Herstellung von Antikorpern, die 
spezifisch N-terminales proBNP binden. 

5 Die Herstellung von polyklonalen Antikorpern erfolgt bevorzugt mit den Schritten 

Immunisieren eines geeigneten Organismus wie beispielsweise Schafe mit rekombinant 
hergestelltem N- terminal em proBNP, Isolieren der Antikorper, Screenen nach den 
reaktivsten Epitopen und Aufreinigung der Antikorper iiber Immunsorption an geeig- 
neten Peptiden. Ein solches Verfahren ist in Beispiel 2 beschrieben. 

10 

Die Herstellung von monoklonalen Antikorpern erfolgt bevorzugt mit den Schritten 
Immunisieren eines geeigneten Organismus wie beispielsweise Mause mit rekombinant 
hergestelltem N-terminalem proBNP und Auswahl der Klone beziiglich der Reaktivitat 
der Antikorper mit nativem N-terminalem proBNP in verschiedenen Pools von Patien- 
15 tenseren. Ein solches Verfahren ist in Beispiel 3 beschrieben. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter. 
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Beispiel 1 

Verfahren zur Herstellung von rekombinantem N-terminalen proBNP (1-76) 

1 . Klonierung des rekombinanten N-terminalen proBNPs 

5 

Die Nukleotidsequenz des N-terminalen ProBNPs (Aminosauresequenz 1-76) wurde mit 
Hilfe der Gensynthese hergestellt. Um eine in E. coli optimale Expression des Gens zu 
erreichen, wurde die DNA-Sequenz auf die in E. coli am haufigsten verwendeten Codons 
abgestimmt.Die Sequenzen der Oligonukleotide, die zur Herstellung des Gens verwendet 
10 wurden lauten wie folgt: 

Pro5' (SEQ ID NO 1): 
5'CCGGATCCCACCCGCTG3' 

15 Pro 1 hum (SEQ ID NO 2): 

5'CGGGATCCCACCCGCTGGGTTCCCCGGGTTCCGCTTCCGACCTGGAAACCT 
CCGGTCTGC AGGAAC AGCGTAACC ACCT3 * 

Pro2hum (SEQ ID NO 3). 
20 5'CGGTTCCAGGGAGGTCTGTTCAACCTGCAGTTCGGACAGTTTACCCTGCAG 
GTGGTTACGCTGTTCCTGC3 ' 

Pro3hum (SEQ ID NO 4): 

5'CAGACCTCCCTGGAACCGCTGCAGGAATCCCCGCGTCCGACCGGTGTTTGG 
25 AAATCCCGTGAAGTTGCTAC 3' 

Pro4hum (SEQ ID NO 5): 

5'CCCAAGCTTAACGCGGAGCACGCAGGGTGTACAGAACCATTTTACGGTGA 
CCACGGATACCTTCGGTAGCAACTTCACGGGATTTCC3 ' 



50 



Pro3' (SEQ ID NO 6): 
5CCCAAGCTTAACGCGGAGC3 ' 
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Die Herstellung des Gens erfolgte mit diesen Primern mit Hilfe der PCR (polymerase 
chain reaction). Das amplifizierte Gen wurde in einen geeigneten Vektor wie z.B. den 
Vektor pUC19 kloniert und sequenziert. Zur Klonierung des Gens in den Expressions- 
5 vektor pQE8 wurde das Gen liber die Restriktionsschnittstellen Bam HI und Hind III aus 
dem Vektor pUC19 herausgeschnitten, in den Vektor pQE8 ligiert, der eine Expression 
von Proteinen mit N-terminalem Histidin-Tag erlaubt, und in E. coli Ml 5 [pREP4] 
transformiert. 

10 2. Expression des N-terminalen ProBNPs in E. coli 

Zur Expression des Gens in E. coli wurde eine Ubernachtkultur eines rekombinanten E. 
coli Klons 1/60 in Luria-Broth (mit 100 |ig/ml Ampicillin und 50 |ig/ml Kanamycin) 
uberimpft und bei einer OD 550 von 1 mit IPTG (Isopropylthiogalactosid; 1 mM End- 

15 konzentration) induziert. Nach der Induktion wurden die Kulturen noch weitere 4 Stun- 
den bei 37°C inkubiert. Die Kulturen wurden abzentrifugiert und das Zellpellet in 50 mM 
Na-Phosphatpuffer, pH 8,0; 300 mM NaCl aufgenommen. Nach Aufschluss der 
Zellsuspension durch Ultraschall, wurde die Suspension abzentrifugiert und der Ober- 
stand auf eine Ni-NTA (Nitrilo-triacetat) Saule aufgetragen. Nach einem Waschschritt 

20 mit 50 mM Na-Phosphatpuffer, pH 8,0; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol wurde das 

Histidin-getaggte N-terminale proBNP eluiert mit 50 mM Na-Phosphatpuffer, pH 8,0; 
300 mM NaCl; 300 mM Imidazol. Die eluierten Fraktionen wurden vereinigt und gegen 
50 mM Tris pH 8,0 dialysiert. Zur Abtrennung von Verunreinigungen wurde das Dialysat 
auf eine Q-Sepharosesaule aufgetragen. Die Masse des aufgereinigten N-terminalen 

25 proBNPs wurde uber MALDI-TOF bestimmt. 
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Beispiel 2 

Herstellung von polyklonalen Antikorpern gegen N-terminales pro-BNP 

1 . Immunisierung 

5 

Schafe wurden mit rekombinantem N-terminalem proBNP(l-76) in kompletten 
Freund'schem Adjuvans immunisiert. Die Dosis betrug 0,1 mg je Tier. Die Immuni- 
sierungen wurden uber 10 Monate im Abstand von 4 Wochen wiederholt. 6 Wochen 
nach der ersten Immunisierung und danach monatlich einmal wurden Serumproben 
10 gewonnen und auf Sensitivitat und Titer untersucht. 

2. Aufreinigung von polyklonalen Antikorpern aus Schafserum 

Aus dem Rohserum eines mit rekombinantem N-terminalem proBNP immunisierten 
15 Schafs wurden Lipidbestandteile durch Delipidierung mit Aerosil (1,5%) entfernt. 

Danach wurden die Immunglobuline mit Ammoniumsulfat (2M) ausgefallt. Der geloste 
Niederschlag wurde gegen 1 5mM KP0 4 , 50mM NaCl pH 7,0 dialysiert und uber DEAE- 
Sepharose chromatographiert. Die IgG-Fraktion, PAK<rec. NT-pro-BNP>S-IgG(DE), 
befand sich im Durchlauf 

20 

3. Sequenzielle Affinitatschromatographie zur Herstellung von NT-pro-BNP spezifischen 
polyklonalen Antikorpern 

Fur die Aufreinigung von NT-proBNP spezifischen, gegen die Aminosauren 1-21 
25 gerichteten polyklonalen Antikorpern, PAK<rec. NT-pro-BNP>M-IgG(IS, 1-21), wurde 

das C-terminal biotinylierte Peptid HPLGSPGSASDLETSGLQEQR-Bi (1-21-Bi, SEQ ID 
NO 7) verwendet. Die Affinitatsmatrix wurde durch Beladen von 10ml Streptavidin 
beschichteten Methacrylatpolymer-Partikeln (Boehringer Mannheim, Best. Nr. 1529188) 
mit lmg Peptid (1-21-Bi) hergestellt. 
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Mit 10ml der Affinitatsmatrix wurde eine Saule gepackt und mit 50mM KP0 4 , 150mM 
NaCl pH 7,5 (PBS) aquilibriert. Fur den ersten Schritt der sequenziellen Affinitats- 
chromatographie vvurden 850mg PAK<NT-pro-BNP>S-IgG(DE) auf die Saule aufge- 
zogen. Der Durchlauf wurde fur einen zweiten Schritt (siehe unten) aufgehoben. Die 
5 Saule wurde mit PBS und 20mM tCP0 4 , 500mM NaCl, 0,1% Triton X-100, 0,5% Na- 
Deoxicholsaure pH 7,5 gewaschen. Das spezifisch an die Affinitatsmatrix gebundene IgG 
wurde mit ImmunoPure*Gentle Ag/Ab Elution Buffer (Pierce, Product #: 21013) eluiert. 
Die Affinitatsmatrix wurde mit 1M Propionsaure regeneriert und in PBS/NaN 3 gelagert. 

10 Auf die gleiche Art und Weise wie oben beschrieben, wurde das Peptid ELQVEQTSL-Bi 
(30-38-Bi, SEQ ID NO 8) fur die Herstellung einer Affinitatsmatrix zur Aufreinigung 
von NT-pro-BNP spezifischen, gegen die Aminosauren 30-38 gerichteten 
Immunoglobulinen verwendet. PAK<rec. NT-pro-BNP>M-IgG(IS, 30-38) wurde aus 
dem Durchlauf der ersten Affinitatsreinigung gewonnen. 

15 

4. Biotinvlierung von PAK<NT-pro-BNP>S-IgG(IS. 1-2Q 

Die affinitatsgereinigten Antikbrper werden gegen den Biotinylierungspuffer (lOOmM 
KP0 4 , 70mM NaCl pH 8 .0) dialysiert und anschlieBend wird die Losung auf eine 
20 Proteinkonzentration von Img/ml eingestellt. D-Biotinoyl-Aminocapronsaure-N- 

Hydroxysuccinimidester wird in DMSO gelost und in einem molaren Verhaltnis von 
1 7.5 der Antikorperlosung beigemischt. Die Reaktion wird durch Zugabe von L-Lysin 
gestoppt und das uberschussige Markierungsreagenz wird durch Dialyse entfernt. 

25 5. Digoxigenylierung von PAK<NT-pro-BNP>S-IgG(IS. 30-38) 

Die affinitatsgereinigten Antikbrper werden gegen den Digoxigenylierungspuffer 
(lOOmM KPO4, 70mM NaCl pH 7,6) dialysiert und anschlieBend wird die Losung auf 
eine Proteinkonzentration von lmg/ml eingestellt. Digoxigenin-3-CME-N-Hydroxy- 
30 succinimidester wird in DMSO gelost und in einem molaren Verhaltnis von 1 :5 der 
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Antikorperlosung beigemischt Die Reaktion wird durch Zugabe von L-Lysin gestoppt 
und das uberschussige Markierungsreagenz wird durch Dialyse entfernt. 



5 Beispiel 3 

Herstellung und Screening nach monoklonalen Antikorpern gegen N-terminales 
proBNP (1-76) 

1. Gewinnung von monoklonalen Antikorpern gegen NT-pro-BNPfl-76) 

10 

Balb/c-Mause, 8-12 Wochen alt, werden mit 100 jag rekombinantem N-terminalem 
proBNP-Antigen, mit komplettem Freundschen Adjuvans, intraperitoneal immunisiert. 
Nach 6 Wochen werden drei weitere Immunisierungen in 4 wochigem Abstand 
durchgefiihrt- Eine Woche nach der letzten Immunisierung erfolgt eine Blutabnahme und 

15 die Bestimmung des Antikorpertiters im Serum der Versuchstiere. Aus positiv 

reagierenden Mausen werden aus der Milz dieser Tiere die B-Lymphozyten gewonnen, 
die mit einer permanenten Myelomzellinie fusioniert werden. Die Fusionierung erfolgt 
nach dem bekannten Verfahren von Kohler und Millstein (Nature 256, 1975, S. 495 - 
497). Die hierbei gebildeten Primarkulturen von Hybridzellen werden in ublicher Weise, 

20 z.B. unter Verwendung eines handelsiiblichen Zellsorters oder durch "limiting dilution" 
kloniert. Es werden nur die Klonkulturen weiterverarbeitet, die in einem geeigneten 
Testverfahren, beispielsweise einem Enzym-Immuno-Assay (ELISA- Verfahren), positiv 
mit rekombinantem N-terminalem proBNP reagieren und naturliches N-terminales 
proBNP in Patientenseren erkennen (siehe Punkt 2.). Man erhalt so mehrere Hybridoma- 

25 Zellinien, die die erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper produzieren. 

Zur Erzeugung von Aszites werden 5 x 10 6 Hybridomzellen intraperitoneal in Balb/c 
Mause gespritzt, die zuvor 1-2 mal mit 0,5 ml Pristan vorbehandelt worden sind. Nach 2- 
3 Wochen kann aus dem Bauchraum der Mause Aszites-Flussigkeit gewonnen werden. 
30 Hieraus konnen in ublicher Weise die Antikorper isoliert werden. Diese monoklonalen 
Antikorper sind spezifisch gegen humanes N-terminales proBNP gerichtet. Sie werden 
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im folgenden MAK M 10. 1 . 1 1 bzw. MAX M 13.4. 14 bezeichnet. Die beiden 
monoklonalen Antikorper gehoren der Subklasse IgGl, kappa an. 

Auf diese Weise konnten die beiden Hybridoma-Zellinien Klon M 10.1.1 1 und M 13.4.14 
5 isoliert werden, die bei der DSMZ, wie oben erwahnt, hinterlegt wurden. 

2. Screening-Test auf Antikorper gegen pro-BNP-Peptide und rekombinantes NT-pro- 
BNP 



10 Um die Anwesenheit und Spezifitat von Antikorpern gegen NT-proBNP im Serum 

immunisierter Mause, im Kulturuberstand der Hybridzellen oder in Aszitesfliissigkeit zu 
erkennen, wurden die Klone mit folgenden Testprinzipien bewertet: 

a) Reaktivitat mit rekombinantem N-terminalem proBNP 

15 

Mikrotiterplatten (Fa. Nunc, Maxisorb) werden mit 2,5 (ig/ml rekombinantem NT-pro- 
BNP als Antigen in Beladungspuffer (Fa. Boehringer, 0,2 M Natriumcarbonat/- 
Bicarbonat, pH 9,3-9,5, Cat. No. 726 559) 100 (il/well, 1 Stunde bei Raumtemperatur 
unter Schutteln, gebunden. Die Nachbeladung erfolgt in PBS-Puffer (Phosphate Buffered 

20 Saline, Fa. Oxid, Code-BR 14a) undT% Byco C, 30 Minuten. AnschlieBend wird mit 
Waschpuffer gewaschen (0,9 Natriumchlorid-Losung, 0,05'% Tween 20). Die 
Antikorperprobeninkubation erfolgt mit 100 pil/well, 1 Stunde bei Raumtemperatur unter 
Schutteln. Dann wird erneut zweimal mit Waschlosung gewaschen. Dann erfolgt eine 
weitere Inkubation mit dem Nachweisantikorper PAK<M-Fcy>S-Fab-Peroxi- 

25 dasekonjugates (Boehringer Mannheim, Kat. Nr. 1500 686), 100 mU/ml, 100 jil/well, 1 
Stunde bei Raumtemperatur unter Schutteln. Nach einem erneuten Waschschritt mit 
Waschpuffer wird die Peroxidaseaktivitat in ublicher Weise bestimmt (beispielsweise mit 
ABTS \ 30 Minuten bei Raumtemperatur, abgelesen wird die Extinktionsdifferenz in 
mE, bei 405 nm mittels eines ELISA-Readers. 

30 

b) Reaktivitat mit N-terminalen proBNP-Peptiden: 
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In diesem Fall werden Streptavidin-beladene Mikrotiterplatten mit NT-pro-BNP-Peptid- 
Biotinkonjugaten der Sequenzen 1-10, 8-18, 1-21, 16-30, 30-38, 39-50, 50-63 oder 64- 
76 als Antigen, 250 ng/ml in PBS-Puffer (Phosphate Buffered Saline, Fa. Oxid, Code-BR 
5 14a) mit 0,5 % Byco C , 100 jalAvell, 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schutteln, 
gebunden. AnschlieBend wird mit Waschpuffer gewaschen (0,9 Natriumchlorid-Losung, 
0,05'% Tween 20). Die Antikorperprobeninkubation und die Nachweisreaktion erfolgt 
wie unter a) beschrieben. Aufgrund der Reaktivitat mit bestimmten NT-pro-BNP- 
Peptiden kann die Lage des Epitops erfaBt werden. 

10 

c) Reaktivitat mit nativem N-terminalem proBNP in der Patientenprobe 

Mikrotiterplatten (Fa. Nunc, Maxisorb) werden mit 5 |ig/ml PAK<human pro-BNP>S- 
IgG (IS,(1-21) bzw. (30-38)S-IgG in Beschichtungspuffer(Fa. Boehringer, 0,2 M 

15 NatriumcarbonatABicarbonat, pH 9,3 -9,5, Cat. No. 728 559) 100 |iil/well, 1 Stunde bei 
Raumtemperatur unter Schutteln, gebunden. Die Nachbeladung erfolgt in PBS-Puffer 
(Phosphate Buffered Saline, Fa. Oxid, Code-BR 14a) und 1% Byco C, 30 Minuten. 
AnschlieBend wird mit Waschpuffer gewaschen (0,9 Natriumchlorid-Losung, 0,05% 
Tween 20). Die Inkubation mit nativem Antigen in Patientenplasma, verdunnt in PBS- 

20 Puffer, erfolgt mit 100 |al/well, 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schutteln. Nach 

einem erneuten Waschschritt erfolgt die Antikorper-probeninkubation mit 100 |al/well, 1 
Stunde bei Raumtemperatur unter Schutteln. Dann wird erneut zweimal mit Wasch- 
losung gewaschen und es erfolgt eine weitere Inkubation mit dem Nachweisantikorper 
PAK<M-Fcy>S-Fab-Peroxidase-konjugates (Boehringer Mannheim GmbH, Kat. Nr. 

25 1500 686), 100 mU/ml, 100 |^l/well, 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schutteln. 
Nach einem erneuten Waschschritt mit Waschpuffer wird die Peroxidaseaktivitat in 
ublicher Weise bestimmt (beispielsweise mit ABTS " , 30 Minuten bei Raumtemperatur, 
abgelesen wird die Extinktionsdifferenz in mE, bei 405 nm mittels eines ELISA- 
Readers). 



30 
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3. Ergebnisse: Reaktionsmuster der monoklonalen und polvklonalen Antikorper gegen 
N-terminales proBNP 

a) Reaktivitat der MAKs (c = 5 |ig/ml) aus Immunisierung mit N-terminalen proBNP - 
Peptiden: 
5 Tabelle 1: 



MAK 


Immu- 

nogen 


Reaktivitat mit 
Pro-BNP-Peptiden 












Rec. pro- 
BNP 


Natives 
pro-BNP 






1-10 


8-18 


1-21 


16-30 


30-38 


39-50 


50-63 


64-76 






5.2.27 


1-10 


1.42 


0.04 


1.48 


0.05 


0.03 


0.04 


0.04 


0.04 


1.16 


0.30 


2.1.4 


16-30 


0.04 


0.04 


0.04 


1.86 


0.04 


0.04 


0.04 


0.04 


0.1 


0.02 


1.2.6 


39-50 


0.04 


0.04 


0.03 


0.04 


0.03 


1.23 


0.03 


0.04 


0.44 


0.06 



Die monoklonalen Antikorper, die aus Immunisierungen mit unterschiedlichen Peptiden 
erhalten wurden, reagieren sehr stark mit den jeweiligen Peptiden. Die Reaktivitat mit 
10 dem rekombinanten N-terminalen proBNP ist nur bei 2 monoklonalen Antikorpern zu 
erkennen, wahrend mit nativem N-terminalen proBNP in einem Patientenpool keine 
Reaktion erfolgt (siehe Tabelle 1). 

b) Reaktivitat der monoklonalen Antikorper (MAK) aus Immunisierung mit 
15 rekombinantem N-terminalem proBNP: 



Tabelle 2: 



MAK 


Reaktivitat mit 
Pro-BNP-Peptiden 












Rec. pro- 
BNP 


Natives 
proBNP 




1-10 


8-18 


1-21 


16-30 


30-38 


39-50 


50-63 


64-76 






10.1.11 


0.04 


0.97 


1.03 


0.04 


0.04 


0.06 


0.04 


0.04 


1.61 


1.70 


10.3.19 


0.04 


0.04 


0.04 


0.04 


0.04 


0.05 


0.04 


0.03 


1.24 


0.91 


10.3.30 


0.04 


0.04 


0.03 


0.04 


0.04 


0.06 


0.04 


0.03 


1.43 


0.79 


13.4.14 


0.04 


0.04 


0.04 


0.04 


0.04 


0.05 


0.03 


0.04 


1.65 


1.83 


13.1.18 


0.04 


0.04 


0.03 


0,04 


1.14 


0.03 


0.04 


0.04 


1.47 


0.56 


13.2,22 


0.04 


0.04 


0.04 


0.04 


0.04 


0.03 


0.04 


0.04 


1.82 


1.61 



Die monoklonalen Antikorper aus der Immunisierung mit rekombinantem N-terminalen 
20 proBNP reagieren nur vereinzelt mit Peptiden, aber sehr stark mit rekombinantem N- 

terminalen proBNP bzw. mit nativem N-terminalen proBNP in einem Patientenpool. Die 
Nichtreaktion einzelner monoklonaler Antikorper mit den Peptiden deutet auf die 
Erkennung sogenannter Konformationsepitope hin (siehe Tabelle 2). 



# • 
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c) Reaktivitat der PAKs aus Immunisierung mit rekombinantem N-terminalem proBNP: 



Tabelle 3: 



PAK 


Immun- 
sorption 


Reaktivitat mit 
Pro-BNP-Peptiden 












Rec. pro- 
BNP 


Natives 
pro-BNP 






1-10 


8-18 


1-21 


16-30 


30-38 


39-50 


50-63 


64-76 






S-9212 


ohne 


0.13 


1.81 


1.98 


1.16 


2.99 


0.83 


1.22 


0.06 


0.89 




S-9212 


1-21 


0.99 


2.99 


2.99 


1.00 


0.20 


0.13 


0.20 


0.15 


1.98 


1.41 


S-9212 


30-38 


0.08 


0.07 


0.07 


0.07 


2.99 


0.06 


0.17 


0.06 


2.99 


1.41 



5 

Der gewonnene PAK reagierte am starksten mit den Peptiden 1-21 und 30-38. Aus 
diesem Grund wurden diese Epitope ausgewahlt und der PAK mit Hilfe dieser Peptide 
positiv immunsorbiert. Der mit Peptid 1-21 immunsorbierte PAK reagiert am starksten 
mit der Region 8-20 und deutlich abgeschwacht mit der N-terminalen Sequenz 1-10. Die 
1 0 so immunsorbierten PAKs reagieren sehr stark mit dem rekombinanten N-terminalen 
proBNP und im PAK/PAK-Sandwichformat mit der nativen Probe (siehe Tabelle 3). 

Beispiel 4 

15 Hochsensitiver Immunoassay zur Bestimmung von NT-pro-BNP 

Mit Hilfe der in Beispiel 2 und 3 gewonnenen Antikorper konnte ein hochsensitiver 
Immunoassay aufgebaut werden. Generell sind alle Testformate geeignet, bei denen 2 
Antikorper mit unterschiedlicher Epitoperkennung eingesetzt werden. Als Beispiel wird 
20 ein sogenannter Sandwich-ELISA beschrieben. 

Als Festphase wurde eine mit Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatte (MTP) 
verwendet. 10 |il unbehandelte Probe oder Kalibrator wird zusammen mit 100 \i\ Puffer, 
der die beiden epitop-spezifischen Antikorper enthalt, in die MTP-Napfe pipettiert und 1 
25 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Als Antikorper wurden 1 ng/ml biotinylierter 
PAK<rec. NT-pro-BNP>S-IgG(IS,l-21) und 0.5 ng/ml digoxigenylierter PAK< rec. 
NT-pro-BNP>S-IgG(IS, 30-38) eingesetzt. AnschlieBend wird die Losung abgesaugt und 
3x mit 350 \i\ Waschpuffer gewaschen. Danach werden 100 |il Konjugatosung 
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dazupipettiert und wiederum 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Als Konjugat wird ein 
Anti-Digoxin-Antikoper-POD-Konjugat in einer Konzentration von 100 mlU/ml 
verwendet. AnschlieBend wird die Konjugatlosung abgesaugt und 3x mit 350 \il 
Waschpuffer gewaschen. Zum SchluB wird ABTS* -Substratlosung in die Wells pipettiert 
5 und 30 Minuten bei Raumtemperatur gemessen. Nach Erreichen der 30-minutigen 
Substratreaktion wird die Mikrotiterplatte sofort in einem MTP-Reader bei einer 
Wellenlange von 405 nm gegen die Referenzwellenlange von 495 nm vermessen. 

Zur Bestimmung der Sensitivitat wurde eine Eichkurve erstellt und die Prazision des 
10 Nullstandards (n = 21) bestimmt. Als Kalibratoren wurde humanes EDTA-Plasma 
verwendet, welches mit rekombinantem N-terminalen proBNP in der erforderlichen 
Konzentration aufgestockt wurde. Als Nullstandard wurde Rinderplasma verwendet. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt. 

15 Tabelle 4: 





Extinktion (Mittelwert) 


Standardabweichung 
(n = 21) 


Kalibrator a: 0 fmol/ml 


131 mE 


5 .7 mE 


{Calibrator b: 5.04 fmol/ml 


268 mE 




Kalibrator c: 19.9 fmol/ml 


746 mE 




Kalibrator d: 50.5 fmol/ml 


1500 mE 




Kalibrator e: 100.9 fmol/ml 


2401 mE 





Anhand der Eichkurvensteilheit von 22.5 mE x ml/fmol und einem SD von 5,7 mE ergibt 
sich nach der Formel von Kaiser folgende untere Nachweisgrenze: 



20 UNG = 3 SD NulIsUndard /Ek-steilheit =3 x 5.7/22.5 = 0.76 fmol/ml. 
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Beispiel 5 

Ermittlung der Probenstabilitat von N-terminalem proBNP 

Mit Hilfe des in Beispiel 4 beschriebenen Sandwich-ELISA wurde die Analytstabilitat 
5 von N-terminalem proBNP vermessen. Dazu wurden 4 Patienten mit NYHA-Klasse II- 
III Blut in EDTA-haltigen Abnahmerohrchen abgenommen und bei Raumtemperatur 
uber 3 Tage aufbewahrt. Jeden Tag wurde eine Probe entnommen und der Gehalt an N- 
terminalem proBNP vermessen. Die Referenzprobe sowie die Proben zur Stabilitats- 
ermittlung in EDTA-Plasma wurden sofort auf 4°C - 8°C abgekuhlt und innerhalb von 15 
10 Minuten zentrifugiert. Die EDTA-Plasmen wurden bei 4°C und Raumtemperatur 

aufbewahrt und zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer 24-stundigen Belastungs- 
zeit vermessen. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 5 dargestellt. 



TabelleS: 



Belastungzeit 


Wiederfindung (%) 


EDTA-Vollblut, Raumtemperatur 24 h 


98.8 


48 h 


98.0 


72 h 


100.5 


EDTA-Plasma, 4°C 2 h 


97.5 


4h 


98.5 


6h 


102.0 


24 h 


103.0 


EDTA-Plasma, Raumtemperatur 2 h 


103.0 


4h 


104.8 


6h 


102.0 


24 h 


96.0 



15 

Diese Daten belegen, daG N-terminales proBNP innerhalb der gepruften Zeitpunkte 
vollkommen stabil ist und somit als Routineparameter verwendbar ist. Dieses Ergebnis ist 
widerspruchlich zur Literatur (Hunt et. al., Clinical Endocrinology, 47, 287 (1997)) und 
bestatigt die Annahme, daB durch Auswahl und Design dieses Testformats mit 2 
20 spezifischen Antikorpern, deren Epitope nicht am auBeren Ende des Analyten liegen, die 
Analytstabilitat beeinfluBt werden kann. 
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Beispiel 6 

Ermittlung der diagnostischen Sensitivitat des N-terminalen proBNP-Assays 



Zur Ermittlung der diagnostischen Sensitivitat wurde wiederum der in Beispiel 4 
5 beschriebene Test verwendet. Dazu wurden 1 14 Gesunde und 235 Patienten mit einer 
NYHA-Klassifizierung zwischen I und IV vermessen. Normalerweise ist es besonders 
kritisch, Gesunde von Patienten mit NYHA-Klasse I zu unterscheiden. 

Mit diesem hochsensitiven Assay wurde bei den 1 10 gesunden Blutspendern ein 
10 Medianwert von 6,6 fmol/ml NT-proBNP mit einer Standardabweichung von 7,3 
fmol/ml ermittelt. Der niedrigste Wert wurde mit 0,2 fmol/ml ermittelt. Dies zeigt 
deutlich, dafi eine Sensitivitat < 1,0 fmol/ml notwendig ist, um den Referenzbereich 
genau zu erfassen. Mit Hilfe dieser Verteilung wurde der obere Normalwertbereich 
(97.5% Percentile) mit 26.6 fmol/ml ermittlet. 

15 

Unter Annahme des Referenzwertbereichs von 0-26.6 fmol/ml wurden von den 233 
Patienten mit NYHA-Klassifizierung I-IV nur 16 Patienten mit einem Wert im 
Normalbereich ermittelt. Dies entspricht einer klinischen Sensitivitat von 93.3%. Werden 
nur die Patienten mit einer NYHA-Klassifizierung von I betrachtet, dann werden 30 der 
20 37 Patienten positiv erkannt, dies entspricht einer Sensitivitat von 81,1 %. 



Dieses Ergebnis bestatigt, daB durch diesen hochsensitiven N-terminalen proBNP-Assay 
eine deutliche Differenzierung zwischen Patienten mit einer Herzinsuffizienz der NYHA- 
Klasse I von gesundem Normalkollektiv unterscheidbar ist. Dies konnte mit den bisher 
25 im Stand der Technik verftigbaren Assays (Dagubatti et al., Cardiovascular Research 36 
(1997), 246 nicht erreicht werden. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP in einer Probe dadurch 
gekennzeichnet, daB mindestens zwei Antikorper, die verschiedene Epitope des N- 

5 terminalen proBNP erkennen, verwendet werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daB die Antikorper gleichzeitig 
am N-terminalen proBNP binden konnen. 

10 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet, daB das Verfahren als 
heterogenes Verfahren durchgefuhrt wird 

4. Verfahren nach Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet, daB das Verfahren im 
Sandwichformat durchgefuhrt wird 

15 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche dadurch gekennzeichnet, daB 
die untere Nachweisgrenze fur N-terminales proBNP unter 1 fmol/ml liegt 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche dadurch gekennzeichnet, daB 
20 mittels der erhaltenen Werte eine Differenzierung nach Proben von gesunden 

Patienten und Proben von Patienten mit Herzinsuflfizienz der NYHA-Klassen I bis IV 
vorgenommen werden kann 

7. Verfahren nach Anspruch 6 dadurch gekennzeichnet, daB anhand der erhaltenen 

25 Werte eine Differenzierung zwischen Proben von gesunden Patienten und Proben von 

Patienten der NYHA-KIasse I vorgenommen werden kann. 

8. Verwendung des Verfahrens gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche zur 
Differenzierung zwischen Proben von gesunden Patienten und Proben von Patienten 

30 der NYHA-Klassen I bis IV 



# 
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9. Rekombinantes N-terminales proBNP 

10. Verwendung von rekombinantem N-terminalen proBNP als Standard in einem 
Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP gemaB den Anspruchen 1 bis 7. 

11. Verwendung von rekombinantem N-terminalen proBNP zur Herstellung von 
Antikorpern gegen N-terminales proBNP. 

12. Antikorper gegen rekombinantes N-terminales proBNP. 

13. Antikorper gemaB Anspruch 12 dadurch gekennzeichnet, daB sie im Bereich von 
Aminosaure 10 bis 66 des N-terminalen proBNP spezifisch binden. 

14. Antikorper gemaB Anspruch 12 oder 13 erhaltlich durch Immunisierung eines 
geeigneten Organismus mit rekombinant hergestelltem N-terminalen proBNP. 

15. Antikorper nach den Anspruchen 12 bis 14, erhaltlich aus der Zellinien M 10. 1. 1 1 
oder M 13.4.14. 

16. Antikorper gemaB Anspruch 15, die in aquivalenter Weise mit N-terminalem proBNP 
hergestellt wurden wie die Antikorper, die von den Zellinien M 10.1.11 oder M 
13.4.14, produziert werden. 

17. Zellinien M 10.1.11 oder M 13.4. 14 hinterlegt am 26.01.1999 bei der DSMZ. 

18. Verfahren zur Herstellung von polyklonalen Antikorpern gemaB den Anspruchen 12 
bis 14 oder 16, enthaltend die Schritte Immunisieren eines geeigneten Organismus 
mit rekombinant hergestelltem N-terminalem proBNP, Isolieren der Antikorper, 
Screenen nach den reaktivsten Epitopen und Aufreinigung der Antikorper uber 
Immunsorption an geeigneten Peptiden. 
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19. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern gemaB den Anspruchen 12 
bis 16, enthaltend die Schritte Immunisieren eines geeigneten Organismus mit 
rekombinant hergestelltem N-terminalem proBNP und Auswahl der Klone bezuglich 
der Reaktivitat der Antikorper mit nativem N-terminalem proBNP in verschiedenen 
Pools von Patientenseren. 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP in einer 
Probe mit mindestens zwei Antikorpern, die verschiedene Epitope des N-terminalen 
proBNP erkennen. Das Verfahren kann zur Differenzierung bzw. Klassifizierung von 
Proben von Gesunden und Proben von Patienten der NYHA-Klassen I bis IV 
angewendet werden. Aufierdem betrifft die Erfindung rekombinantes N-terminales 
proBNP, dessen Verwendung als Standard in einem Verfahren zum Nachweis von N- 
terminalem proBNP, sowie Antikbrper, die rekombinantes N-terminales proBNP 
erkennen, und deren Herstellung. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP in einer Probe mit mindestens zwei Antikorpern, die 
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die rekombiantes N-terminales proBNP erkennen, und deren Herstellung. 



W 0 ^ 200, 



JC1M 

WO 00/45176 PCT/EP00/00602 



Verfahren zum Nachweis von N-terminaiem proBNP 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von N-terminaiem 
proBNP in einer Probe mit mindestens zwei Antikorpern, die verschiedene Epitope des 
N-terminalen proBNP erkennen. Das Verfahren kann zur DifFerenzierung bzw. Klassi- 
fizierung von Proben von Gesunden und Proben von Patienten der NYHA-Klassen I bis 
IV angewendet werden. AuBerdem betrifft die Erfindung rekombinantes N-terminaies 
proBNP. dessen Verwendung als Standard in einem Verfahren zum Nachweis von N- 
terminaiem proBNP. sowie Antikbrpen die rekombinantes N-terminaies proBNP erken- 
nen, und deren Herstellung. 

Herzinsuffizienz ist ein weit verbreitetes Phanomen insbesondere in der westiichen Welt. 
Unter HerzinsufFizienz versteht man gemaB Roche Lexikon Medizin (1993, Urban & 
Schwarzenberg) das akute oder chronische Unvermogen des Herzens, bei Belastung oder 
schon im Ruhezustand den fur den Stoffwechsel erforderiichen Blutauswurf aufzubringen 
bzw. den venosen Ruckfluss aufzunehmen (sogenannter Backward- und Forward- 
Failure). Es liegt also eine Schwache der Pumpenfunktion vor. Die Ursachen fur 
Herzinsuffizi enz sind vielschichtig. Unter anderem sind hier entziindliche und 
degenerative Veranderungen des Herzmuskels, koronare Durchblutungsstbrung, 
Herzinfarkt und Verietzungen zu nennen. Dies fuhrt zu Veranderungen am peripheren 
Blutkreislauf. Storung der Atmung, der Nierenfiinktion und des Elektroiytstoffwechsels 
(Odeme) und zu verminderter Leistungsfahigkeit der Skelettmuskulatur. 

GemaB der New York Heart Association (NYHA) wird Herzinsuffizienz anhand von 
kbrperlichen Belastungstests in sogenannte NYHA-Klassen eingeteilt: I bedeutet vollige 
Beschwerdefreiheit bei normaler kbrperlicher Belastung, II bedeutet leichte Einschran- 
kung der kbrperlichen Belastbarkeit, III bedeutet starke Einschrankung der Belastbar- 
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keit. IV bedeutet. daB bei jeder korperlichen Tatigkeit eine Zunahme der meist auch in 
Ruhe bestehenden Insuffizienzzeichen statttindet. 

Zu einer effektiven medikamentosen Behandiung von Herzinsuffizienz mittels Glyko- 
siden, Vasodilatoren. ACE-Hemmern und/oder (3-Blockern ist es erforderiich. zuvor das 
Vorliegen einer Herzinsuffizienz genau zu diagnostizieren und moglichst auch nach ihrem 
Schweregrad zu klassinzieren und zusatzlich den Verlauf der Behandiung zu monitoren. 

Im Stand der Technik werden einige Serummarker zur fhihen Diagnose von Herzinsuf- 
fizienz wie beispielsweise ANP (N-terminal atrial natriuretic peptide hormon) und pro- 
ANP, CNP (C-natnuretic peptide), Adrenomedullin, Neuropeptid Y, Endothelin und 
BNP (brain natriuretic peptide) diskutiert. ANP und proANP sind prinzipiell als Marker 
zur Diagnose von Herzinsuffizienz geeignet. besitzen jedoch eine geringe Stabilitat bzw. 
kurze Halbwertzeit im Blut. was diagnostische Messungen erschwert (Clin. Sci. 95(3) 
(1998), 235-239; Cleland et aL Hean 75 (1996), 410-413). 

Ein haufig zitierter und als aussagekraftig angesehener Marker ist das BNP (brain 
natriuretic peptide) BNP wurde ursprunglich im Gehirn von Schweinen identifiziert. Es 
handelt sich dabei um em Herzhormon, das strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit mit 
ANP (atrial natriuretic peptide) besitzt (Sudoh et aL Nature 332 (1988), 78-81). Das 
humane BNP. das aus 3 2 Aminosauren besteht, wird vor allem von den Herzventrikeln 
sekretiert und zirkulien im humanen Blutplasma. Der Einsatz von BNP als diagnostischer 
Marker ist beispielsweise aus der EP-A-0 542 255 bekannt. BNP besitzt eine 
intramolekulare Disulfidbrucke und ist als Analyt vermutlich aufgrund seiner physiolo- 
gischen Funktion als Hormon. das schnell wieder abgebaut werden mufl, nicht sehr stabil 
und daher als diagnostischer Marker nur beschrankt geeignet (Masuta et aL Clin. Chem. 
Vol. 44 No. 6 Supplement A (1998), 130; Tsuji et aL, Clin. Chem. 40 (1994), 672). 



Das Vorlaufer-Molekul von BNP, das proBNP, besteht aus 108 Aminosauren, von denen 
die zuvor beschriebenen 32 C-terminalen Aminosauren (77-108), die als BNP bezeichnet 
werden, die eigentliche hormonelle Wirkung entfalten. Die vom Precursor abgespaltenen 
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N-terminalen Aminosauren 1-76 vverden als N-terminales proBNP bezeichnet. Neben 
BNP (77-108) zirkulien auch N-terminales proBNP und weitere Abbauprodukte 1-76) 
im Plasma (Hunt et aL Biochem. Biophys. Res. Com. 214 (1995), 1175-1183). so daB 
N-terminales proBNP ebenfalls als Marker fur Herzinsuffizienz in Frage kommt. Ob auch 
das Vorlaufer-Molekiil proBNP im Plasma vorkommt. ist nicht eindeutig geklart. Es 
wird aber beschrieben (Hunt et aL, Peptides. Vol. 18, No. 10 (1997), 1475-1481), daB 
eine geringe Ausschuttung von proBNP (1-108) in Plasma nachweisbar ist, aber 
aufgrund eines sehr schnellen partiellen Abbaus am N-terminalen Ende einige 
Aminosauren fehlen. Dieses Molekiil wird in der Literatur als High Molecluar Weight- 
BNP bezeichnet. 

In der WO 93/24531 (US 5.786,163) wird ein immunologisches Verfahren zum 
Nachweis von N-terminalem proBNP und dazu vervvendete Antikbrper beschrieben. Zur 
Gewinnung der Antikbrper werden hier einzelne synthetisch hergestellte Peptide ,aus der 
Sequenz von N-terminalem proBNP verwendet. Prinzipiell ist zwar die Gewinnung von 
Antikorpern mittels Peptidimmunisierung moglich. doch ist die Affinitat zum 
Gesamtmolekul im allgemeinen zu niedrig, um die erforderliche Sensitivitat in einem 
Testverfahrens zu erreichen. Dariiberhinaus besteht die Gefahr. daB bei Verwendung von 
Peptiden Antikbrper gewonnen werden, die beispielsweise den C-Terminus des Peptids 
erkennen und somit nur dieses Bruchstiick des Gesamtmolekuls binden kbnnen. Daraus 
folgt, daB diese Antikorper das Gesamtmolekul nicht oder nur schwach binden kbnnen. 
In der WO 93/2453 1 werden polyklonale Antikbrper gegen ein einziges vom N- 
terminalen proBNP abgeleitetes Peptid hergestellt. Es wird gezeigt, daB die erzeugten 
Antikbrper zwar das Immunisierungspeptid (Aminosauren 47-64) im kompetitiven 
Testformat binden. Es wird jedoch nicht gezeigt, daB die Antikbrper in der Lage sind, 
ffatives N-terminales proBNP als Gesamtmolekul in einer Probe zu binden. Der in der 
WO 93/24531 beschriebene Sandwichtest in einer Probe kann dariiberhinaus nicht wie 
beschrieben durchgefuhrt werden, da kein geeignetes Standardmaterial zur Verfiigung 
stand und keine Antikbrper gegen zwei verschiedene Epitope vorgelegen haben. 



WO 00/45176 



PCT7EP00/00602 



4 



Ein weiteres Problem im Stand der Technik ist die Sensitivitat des Tests. Anhand des in 
der WO 93/2453 1 durchgefuhrten kompetitiven Tests, bei dem das Peptid 47-64 in 
markierter Form ais Tracer mit einer Probe bzw. mit dem unmarkienen Peptid-Standard 
47-64 urn die Bindung an polyklonale Antikorper aus Kaninchenserum kompetieren, 
wird nach 48-stiindiger Inkubation nur eine sehr mafiige Kompetition erreicht, aus der 
bestenfalls eine untere Nachweisgrenze von etwa 250 fmol/ml abgeleitet werden kann. 
Dies ist weder fur die Differenzierung von Gesunden und Patienten mit einer Herzinsuf- 
fizienz, noch fiir eine differenzierte Klassifizierung von Patienienproben nach Schwere- 
grad der Herzinsuffizienz ausreichend. AuBerdem sind die langen Inkubationszeiten des 
kompetitiven Tests fiir routinemaBige Messungen der Proben im automatisierten Labor 
nicht akzeptabei 

Von Hunt et al. (Clinical Endocrinology 47 (1997), 287-296) wird ebenfalls ein kompe- 
titiver Test zum Nachweis von N-terminaiem proBNP beschrieben. Hierzu muB die 
Plasmaprobe vor Vermessung aufwendig extrahiert werden, was die Gefahr birgt, daB 
der Analyt dabei zerstbrt wird und Fehlmessungen auftreten. Das hier verwendete 
Antiserum wird analog zur WO 93/2453 1 durch Immunisierung mit einem synthetischen 
Peptid erzeugt. Bei Hunt et aL wird das Antiserum durch Immunisierung mit den N- 
terminalen proBNP- Aminosauren 1-13 erzeugt, als Standard wird das Peptid von 
Aminosaure 1-21 eingesetzt. Auch in diesem Test muB eine lange Inkubationszeit in 
Kauf genommen werden. Nach 24-stundiger inkubation wird eine untere Nachweis- 
grenze von 1,3 fmol/ml erreicht. 

Im Stand der Technik existiert somit kein Verfahren zum Nachweis von N-terminalem 
proBNP, das bei kurzen Inkubationsdauern einen zuverlassigen. sensitiven Nachweis von 
nativem N-terminalem proBNP ermoglicht. 



Aufgabe war es daher. ein Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP in einer 
Probe bereitzustellen, das die aufgefiihrten Nachteile des Standes der Technik 
weitestgehend vermeidet. Insbesondere sollte eine hohe Sensitivitat im Test erreicht 
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werden konnen. damit eine Differenzierung der Patientenproben von Gesunden und 
Proben von Patienten der NYHA-Klassen I bis IV erfolgen kann. 

Die Aufgabe wird gelost durch das in den Anspriichen naher definiene Verfahren zum 
Nachweis von N-terminalem proBNP in einer Probe. Das Verfahren ist dadurch 
gekennzeichnet. daB mindestens zwei Antikorper, die verschiedene Epitope des N- 
terminalen proBNP erkennen, verwendet werden. 

Das wesentliche am erfindungsgemafien Verfahren ist, daB natives N-terminales proBNP 
in einer Probe erfasst wird. Das heiBt, die Antikorper miissen in der Lage sein, das 
intakte Molekiil und eventuell vorkommendes ungespaltenes proBNP (1-108) und 
mbglichst auch proteolytisch angedaute Bruchstiicke in einer Probe zu erkennen und 
spezifisch zu binden. Im Verfahren werden mindestens zwei verschiedene Antikorper 
eingesetzt, die verschiedene Epitope des N-terminalen proBNP binden. Die Epitope 
konnen linear oder sogenannte Konformationsepitope sein. Bevorzugt sind die Epitope 
so lokalisiert, daB beide Antikorper gleichzeitig binden konnen und nicht zu weit 
voneinander entfernt liegen. 

Da die erfindungsgemafie Methode es nicht erlaubt zwischen N-terminalem proBNP, 
proBNP und nahe verwandten Peptiden ( Abbauprodukten) zu differenzieren, wird im 
foigenden unter NT-proBNP die Gesamtheit aller im Testverfahren erkannter Peptide, 
insbesondere das bekanme N-terminale proBNP (1-76), verstanden. 

Unter dem Begriff "Epitop" wird erfindungsgemaB die Bindungsstelle auf einem 
immunologischen Bindepartner wie beispielsweise einem Antigen verstanden, an den ein 
Antikorper spezifisch bindet. Ein "Epitop" wird meist eindeutig durch 6 bis 8 
Aminosauren definiert. Der Bindepartner entspricht erfindungsgemaB dem N-terminalen 
proBNP beziehungsweise einer Teilsequenz davon. Das Epitop, an den der Antikorper 
bindet, ist dann ein Teilbereich auf dem Bindepartner. Das Epitop kann in linearer Form 
oder als Konformationsepitop vorhanden sein. 
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Mittels der beiden Antikbrper unterschiedlicher Spezintat ist es moglich, start der 
kompetitiven, langvvierigen Testfuhrung des Standes der Technik ein schnelleres 
Verfahren zum Nachweis des Analyten durchzufuhren. Das erfindungsgemaBe 
Nachweisverfahren kann mittels homogener oder heterogener Testfuhrung erfolgen. 
Bevorzugt ist die heterogene Testfuhrung und besonders bevorzugt das dem Fachmann 
gelaufige Sandwich- Verfahren. 

Bevorzugt wird ein solches Verfahren zur Bestimmung des N-terminalen proBNP in 
folgenden Schritten durchgefuhrt: 

a) Umsetzen der Probe mit einem fur N-terminales proBNP spezifischen ersten 

Antikbrper, der eine mit einer Festphase bindefahige Gruppe tragt, iiber die die Bindung ) 
an eine Festphase erfoigen kann, oder Umsetzen der Probe mit einem fur N-terminales 
proBNP spezifischen ersten Antikbrper, der bereits an eine Festphase gebunden ist, 

b) Umsetzen dieser Lbsung mit dem zweiten Antikbrper, der ein anderes Epitop von NT- 
proBNP erkennt als der erste Antikbrper, und der eine Markierung tragt 

c) Bindung des gebildeten Immunkomplexes an eine Festphase, wobei die Festphase 
bereits in Schritt a) vorhanden sein kann 

d) Trennung der festen von der flussigen Phase 

e) Detektion der Markierung in einer oder beiden Phasen. 

Bei quantitativer Bestimmung wird die gieiche Messung mit einer definierten Menge an 
N-terminalem proBNP als Standard durchgefuhrt und nach Bestimmung der Probe als 
Schritt f) ein Vergleich der Messwerte des Standards mit dem Wert der Probe und die 
Quantifizierung durchgefuhrt. 

Unter dem Begriff" Antikbrper" werden im Sinne der Erfindung mono- oder polyklonale, 
chimare oder humanisierte oder andere durch gentechnologische Modifikationen 
erhaltlichen Antikbrper sowie samtliche dem Fachmann bekannteri Fragmente wie 
F(ab') 2 , Fab 1 oder Fab-Fragmente verstanden. Lediglich die immunologische spezifische 
Bindefahigkeit an N-terminales proBNP muQ gewahrleistet sein. 
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Der erste fur N-terminales proBNP spezinsche Antikorper kann entweder direkt an die 
Festphase gebunden sein. oder die Bindung an die Festphase erfolgt indirekt iiber ein 
spezifisches Bindungssystem. Die direkte Bindung dieses Antikorpers an die Festphase 
erfolgt nach dem Fachmann bekannten Methoden. beispielsweise adsorptiv. Wird die 
Bindung indirekt iiber ein spezifisches Bindungssystem durchgefiihrt. so ist der erste 
Antikorper ein Konjugat, das aus einem Antikorper gegen N-terminales proBNP und 
einem Reaktionspartner eines spezifischen Bindungssystems besteht. Unter einem spezi- 
fischen Bindungssystem werden hier zwei Partner verstanden. die spezifisch miteinander 
reagieren kbnnen. Das Bindungsvermbgen kann dabei auf einer immunologischen 
Reaktion oder auf einer anderen spezifischen Reaktion beruhen. Bevorzugt wird als 
spezifisches Bindungssystem eine Kombination von Biotin und Avidin oder Biotin und 
Streptavidin verwendet. Weitere bevorzugte Kombinationen sind Biotin und Antibiotin, 
Hapten und Anti-Hapten. Fc-Fragment eines Antikorpers und Antikorper gegen dieses 
Fc-Fragment oder Kohlenhydrat und Lectin. Einer der Reaktionspartner des spezifischen 
Bindungssystems ist dann Teil des {Conjugates. 

Der andere Reaktionspartner des spezifischen Bindungssystems fur den ersten Binde- 
partner liegt als Beschichtung der festen Phase vor. Bevorzugt wird hier Streptavidin 
oder Avidin verwendet. Die Bindung des anderen Reaktionspartners des spezifischen 
Bindungssystems an ein unlbsliches Tragermaterial kann nach den ublichen, dem 
Fachmann bekannten Methoden vorgenommen werden. Hierbei ist sowohl eine kovaiente 
als auch eine adsorptive Bindung geeignet. 

Als Festphase geeignet sind Reagenzglaschen oder Mikrotiterplatten aus Polystyrol oder 
ahniichen Kunststoffen, die an der Innenoberflache mit einem Reaktionspartner des 
spezifischen Bindungssystems beschichtet sind. Weiterhin geeignet und besonders be- 
vorzugt sind teilchenformige Substanzen, wie beispielsweise Latexpartikel, magnetische 
Partikel. Molekularsiebmaterialien. Glaskbrperchen. KunststofFschlauche und 
dergleichen. Auch porose, schichtfbrmige Trager wie Papier oder Nitrocellulose kbnnen 
als Trager verwendet werden. Besonders bevorzugt werden magnetische Kugelchen. 
sogenannte Beads verwendet, die wiederum mit dem entsprechenden Bindepartner des 
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oben beschriebenen spezifischen Bindesystems beschichtet smd. Diese Mikropanikel 
konnen dann nach Ablauf der Testreaktion fur die Durchfuhrung der Nachweisreaktion 
beispielsweise durch Filtration. Zentrifugation oder im Falle der magnetischen Partikel 
durch einen Magneten von der fiussigen Phase getrennt werden. 

Der zweite spezifische Antikorper erkennt ein anderes Epitop des N-terminalen proBNP 
als der erste Antikorper. Der Abstand der beiden Epitope auf dem Molekiil muB so grofl 
sein, daB die gleichzeitige Bindung der beiden Antikorper an das N-terminale proBNP 
ohne Einschrankung mbglich ist. da ansonsten kein Sandwich-Komplex gebildet werden 
kann. 



Die Detektion der spezifischen Bindereaktionen zwischen den Antikorpern gegen N- 
terminales proBNP und N-terminalem proBNP kann auf verschiedene Weise erfolgen. Im 
aligemeinen ist der zweite Antikorper markiert. Ubliche Markierungen sind Chromogene, 
Fluorophore, zur Chemi- oder Elektrochemilumineszenz fahige Substanzen, 
Radioisotope, Haptene. Enzymmarkierungen oder Substanzen. die wiederum ein spezi- 
fisches Bindungspaar bilden konnen wie beispielsweise Biotin/Streptavidin. Der Nach- 
weis des Immunkompiexes erfolgt dann anhand des Signals, das von der Markierung 
ausgesandt wird. Beispielsweise kann der zweite Antikorper mit dem Hapten Digoxi- 
genin markiert sein. Dieses Hapten wird wiederum von einem weiteren. fur Digoxigenin 
spezifischen Antikorper gebunden. Der fur Digoxigenin spezifische .Antikorper ist selbst 
beispielsweise mit einem Enzym wie Peroxidase markiert. Der letztendliche Nachweis 
erfolgt dann anhand der bei der Umsetzung der Peroxidase mit einem entsprechenden 
Substrat erfolgenden Farb- bzw. Extinktionsanderung. 

Als Proben fur die Durchfuhrung des Verfahrens zum Nachweis von N-terminalem 
proBNP konnen alle dem Fachmann gelaufigen biologischen Flussigkeiten verwendet 
werden. Bevorzugt werden als Probe Kdrperfliissigkeiten wie Vollblut, Blutserum. 
Blutplasma, Urin oder Speichel. besonders bevorzugt wird Blutserum und -plasma 
eingesetzt. 
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Neben den sogenannten NaBtesten. bei denen die Testreagenzien in flussiger Phase 
vorliegen, konnen auch alle gangigen Trockentestformate, die zum Nachweis von 
Antigenen. Haptenen. Peptiden, Proteinen. Antikorpern etc. geeignet sind. verwendet 
werden. Bei diesen Trockentests oder Teststreifen, wie sie beispielsweise in der EP-A-0 
186 799 beschrieben sind. sind im allgemeinen alle Testkomponenten bis auf die zu 
untersuchende Probe auf einem Trager aufgebracht. Die Nachweisreaktion erfolgt, wenn 
der Teststreifen mil der flussigen Probe in Kontakt gebracht wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zeichnet sich dadurch aus. daB die untere Nachweis- 
grenze fur N-terminales proBNP unter 1 finol/ml liegt (entspricht 1 prnol/1). Die erfin- 
dungsgemaB hohe Sensitivitat von < 1 fmoi/ml wird ohne lange Inkubationszeiten 
erreicht. Insgesamt liegt die Dauer des Verfahrens bei einem Mikrotiterplattentest unter 2 
Stunden, bevorzugt mit sensitiveren Nachweismethoden wie der 

Electrochemilumineszenz bei 1 5 Minuten. Eine Obergrenze fur das Nachweisverfahren 
beziiglich der nachzuweisenden Konzentration existiert praktisch nicht. Die 
technologische Obergrenze wird im allgemeinen durch die verwendete MeBmethode 
vorgegeben. Das Verfahren weist prinzipieil auch sehr hohe Konzentrationen an N- 
terminalem proBNP nach. 

Ein weiterer Voneii des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die gute Differenzierung der 
Proben von Patienten mit und ohne Herzinsuffizienz anhand der erhaltenen Messwerte. 
Das Nachweisverfahren ist so sensitiv, daB sogar eine Differenzierung zwischen 
Patienten ohne koronarer Erkrankung und Patienten mit einer nur schwach ausgepragten 
oder langsam einsetzenden Herzinsuffizienz der NYHA-KJassen I und II erfolgen kann. 
Eine solch fruhe Erkennung einer einsetzenden Herzinsuffizienz kann die Entscheidung 
zu einer friihzeitigen medikamentdsen Behandlung beeinflussen und somit die 
Oberlebensrate des Patienten deutlich verlangern. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist rekombinant hergestelltes N-terminales 
proBNP. Unter N-terminalem proBNP wird der vom 108 Aminosauren groBen 
Vorlaufermoiekiil proBNP abgespaltene N-terminale Teil verstanden. der aus den 
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Aminosauren 1-76 besteht. Unter N-terminaiem proBNP wercien auch Teile davon 
verstanden. die aufgrund von Abbaureaktionen dieses Moleklils im Blut vorkommen 
kbnnen 

Im Stand der Technik ist bisher kein rekombinantes N-terminales proBNP bekannt, da 
dessen Herstellung aufgrund der kurzen Aminosauresequenz nicht leicht mbglich ist. Die 
chemische Synthese eines iiber 30 Aminosauren groBen Peptids ist aufgrund der 
auftretenden Fehlsequenzen und der stark abnehmenden Ausbeute pro Synthesezyklus 
keine Alternative zur rekombinanten Herstellung in einem Wirtsorganismus. 

Fur ein diagnostisches Nachweisverfahren wird jedoch immer ein Standard- oder 
Kontrollmaterial benougt. mit dessen Hilfe zum einen die Bestimmung des Analyten 
quantitativ erfolgen kann und zum anderen die Funktionsfahigkeit des Tests iiberpruft 
werden kann.. Soli eine Quantifizierung erfoigen, so muB mittels einer Standardreihe eine 
definierte quantitative Eichung vorgenommen werden. Eine solche Eichung ist wiederum 
auch nur dann sinnvoll. wenn das als Standard verwendetete Material sich im 
immunologischen Test gleich oder sehr ahnlich verhalt wie der Analyt. Wesentlich dabei 
ist, daB der Standard eine ausreichend groBe struktureile und insbesondere immuno- 
logische Ahnlichkeit zum Analyten besitzt, damit die Bindung des Standards an die 
Nachweisantikbrper so erfolgt. wie sie dann auch beim nativen Molekul in der Probe 
stattfindet. 

Ein solches Standardmaterial fur ein Verfahren zum Nachweis von N-terminalem 
proBNP steht im Stand der Technik nicht zur Verfugung. Lediglich kurze synthetische 
Peptide werden beschrieben. ErfindungsgemaB ist es nun erstmals mbglich gewesen, mit 
Hilfe der Gensynthese eine fiir N-terminales proBNP codierende DNA-Sequenz herzu- 
stellen und anschlieBend eine rekombinante Expression des N-terminalen proBNP in E. 
coli zu erreichen. Die Vorgehensweise ist in Beispiel 1 erlautert. 



Gegenstand der Erfindung ist daher die Venvendung von rekombinantem N-terminalen 
proBNP als Standard in einem Verfahren zum Nachweis von N-terminalem proBNP in 
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einer Probe mittels mindestens zweier Antikorper. die verschiedene Epitope des N- 
terminalen proBNP erkennen. 

Fur Immunisierungszwecke wurden im Stand der Technik bislang ebenfalls nur 
synthetische, vom N-terminalen proBNP abgeleitete kurze Peptide eingesetzt. Der 
Nachteil bei Peptidimmunisierungen ist. dafi meist nur sehr niedrig affine Antikorper 
erhalten werden bzw. die gewonnenen Antikorper nur mit linearen Epitopen reagieren 
und das nativ gefaltete Antigen in der Probe nicht gebunden werden kann (siehe Beispiel 



Deshaib ist es wichtig, fur Immunisierungen zur Herstellung von Antikorpern ein 
Immunogen zu verwenden. das zum letztendlich nachzuweisenden Analyten eine 
geniigend groBe Ahnlichkeit aufweist. Nur so ist gewahrleistet. daB von den Antikorpern 
der native Analyt in der Probe mit hoher Affinitat gebunden wird. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist daher auch die Verwendung von rekombinantem N- 
terminalem proBNP als Immunogen zur Herstellung von Antikorpern gegen N- 
terminales proBNP . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Antikorper gegen rekombinantes N-termi- 
naies proBNP. Die Definition des Begriffes Antikorper entspricht der Definition in den 
Abschnitten iiber die Testfuhrung. Die errindungsgemaBen Antikorper erkennen bevor- 
zugt spezifisch Epitope im N-terminalen Teil des 76 Aminosauren groBen N-terminaien 
proBNP. dabei bevorzugt im Bereich von Aminosaure 10 bis 66, besonders bevorzugt im 
Bereich von Aminosaure 10 bis 50 oder 10 bis 38. Sinnvoll ist es, wenn die von den 
Antikorpern erkannten Epitope so lokalisien sind, dafi auch N-terminales proBNP, das in 
einer Probe bereits von den Enden her proteolytisch angedaut ist, diese Epitope noch 
enthalt. Somit ist die Stabilitat des Analyten in der Probe eher zweitrangig. Die Epitope 
in den bevorzugten Bereichen des N-terminalen proBNP konnen linear oder als 
Konformationsepitope vorliegen. 



3). 
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Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind daher monokionale Antikorper. die von 
den Zellinien N4AK M 10.1.1 und MAK M 13.4.14, hinterlegt und eingegangen am 
26.01.1999 bei der DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH. Braunschweig, Deutschland. produziert werden. Bei den AntikorperiL die von 
diesen beiden Zellinien produzien werden. handelt es sich um Antikorper vom IgG-Typ. 
Die Zellinien M 10111 und M 13 .4. 14 sind ebenfalls Gegensiand der Erfindung. 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung sind Antikorper, die in aquivalenter Weise wie 
die von den Zellinien M 10.1.11 und M 13 .4. 14 produzierten mit N-terminalem proBNP 
spezifisch bindefahig sind. Unter dem Begriff "in aquivalenter Weise produzierte" 
Antikorper wird verstanden. daB die Antikorper durch Immunisierung mit 
rekombinantem N-terminalem pro-BNP gewonnen werden. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Verfahren zur Herstellung von Antikorpern, die 
spezifisch N-terminales proBNP binden. 

Die Herstellung von polyklonalen Antikorpern erfolgt bevorzugt mit den Schritten 
Immunisieren eines geeigneten Organismus wie beispielsweise Schafe mit rekombinant 
hergestelltem N-terminalem proBNP, Isolieren der Antikorper. Screenen nach den 
reaktivsten Epitopen und Aufreinigung der Antikorper uber Immunsorption an geeig- 
neten Peptiden. Ein soiches Verfahren ist in Beispiel 2 beschneben. 

Die Herstellung von monoklonalen Antikorpern erfolgt bevorzugt mit den Schritten 
Immunisieren eines geeigneten Organismus wie beispielsweise Mause mit rekombinant 
hergestelltem N-terminalem proBNP und Auswahl der Klone bezuglich der Reaktivitat 
der Antikorper mit nativem N-terminalem proBNP in verschiedenen Pools von Patien- 
tenseren. Ein soiches Verfahren ist in Beispiel 3 beschneben. 



Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter. 
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Beispiel 1 



Verfahren zur Herstellung von rekombinantem N-terminalen proBNP (1-76) 

1 . Klonierung des rekombinanien N-terminalen proBNPs 

Die Nukleotidsequenz des N-terminalen ProBNPs (Aminosauresequenz 1-76) wurde mit 
Hilfe der Gensynthese hergestellt. Um eine in E. coli optimale Expression des Gens zu 
erreichen, wurde die DNA-Sequenz auf die in E. coli am haufigsten verwendeten Codons 
abgestimmt.Die Sequenzen der Oligonukleotide. die zur Herstellung des Gens verwendet 
wurden lauten wie folgt: 



Pro5 l (SEQ ID NO 1) 
5'CCGGATCCC ACCCGCTG3 ' 

Prolhum (SEQ ID NO 2): 

5'CGGGATCCCACCCGCTGGGTTCCCCGGGTTCCGCTTCCGACCTGGAAACCT 
CCGGTCTGCAGGAACAGCGTAACCACCT3' 

Pro2hum (SEQ ID NO 3). 

5'CGGTTCCAGGGAGGTCTGTTCAACCTGCAGTTCGGACAGTTTACCCTGCAG 
GTGGTTACGCTGTTCCTGC3' 

Pro3hum (SEQ ID NO 4) 

5'CAGACCTCCCTGGAACCGCTGCAGGAATCCCCGCGTCCGACCGGTGTTTGG 
AAATCCCGTGAAGTTGCTAC 3 l 

Pro4hum (SEQ ID NO 5): 

5'CCCAAGCTTAACGCGGAGCACGCAGGGTGTACAGAACCATTTTACGGTGA 
CCACGGATACCTTCGGTAGCAACTTCACGGGATTTCC3 < 



Pro3' (SEQ ID NO 6): 

5 ' CCC AAGCTT AACGCGG AGC3 • 
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Die Hersteilung des Gens erfolgte mit diesen Primern mit Hilfe der PCR (polymerase 
chain reaction). Das amplifiziene Gen wurde in einen geeigneten Vektor wie z.B. den 
Vektor pUC19 klonien und sequenziert. Zur Klonierung des Gens in den Expressions- 
vektor pQE8 wurde das Gen iiber die Restriktionsschnittstellen Bam HI und Hind III aus 
dem Vektor pUC19 herausgeschnitten, in den Vektor pQE8 ligiert, der eine Expression 
von Proteinen mit N-terminaiem Histidin-Tag erlaubt, und in E. coli Ml 5 [pREP4] 
transformiert. 

2. Expression des N-terminalen ProBNPs in E. coli 

Zur Expression des Gens in £. coli wurde eine Ubernachtkultur eines rekombinanten E. 
coli Klons 1/60 in Luna-Broth (mit 100 ng/ml Ampicillin und 50 ng/ml Kanamycin) 
uberimpft und bei einer OD 550 von 1 mit EPTG (Isopropylthiogalactosiri; 1 mM End- 
konzentration) induziert. Nach der Induktion wurden die Kulturen noch weitere 4 Stun- 
den bei 37°C inkubierc. Die Kulturen wurden abzentrifiigiert und das Zellpellet in 50 mM 
Na-Phosphatpuffer, pH 8.0; 300 mM NaCl aufgenommen. Nach Aufschluss der 
Zellsuspension durch Ultraschall. wurde die Suspension abzentrifiigiert und der Ober- 
stand auf eine Ni-NTA (Nitrilo-triacetat) Saule aufgetragen. Nach einem Waschschritt 
mit 50 mM Na-Phosphatpuffer. pH 8,0; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazoi wurde das 
Histidin-getaggte N-terminaie proBNP eluien mit 50 mM Na-Phosphatpuffer. pH 8,0; 
300 mM NaCl; 300 mM Imidazoi. Die eiuierten Fraktionen wurden vereinigt und gegen 
50 mM Tris pH 8,0 dialysien. Zur Abtrennung von Verunreinigungen wurde das Dialysat 
auf eine Q-Sepharosesaule aufgetragen. Die Masse des aufgereinigten N-terminalen 
proBNPs wurde uber MALDI-TOF bestimmt. 
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Beispiel 2 

Hersteilung von polyklonalen Antikorpern gegen N-terminales pro-BNP 

1. Immunisierung 

Schafe wurden mit rekombinamem N-terminalem proBNP(l-76) in kompletten 
Freund'schem Adjuvans immunisiert. Die Dosis betrug 0,1 mgje Tier. Die Immuni- 
sierungen wurden uber 10 Monate im Abstand von 4 Wochen wiederholt. 6 Wochen 
nach der ersten Immunisierung und danach monatlich einmal wurden Serumproben 
gewonnen und auf Sensitivitat und Titer untersucht. 

2. Aufrei nigung von polvklonalen Antikorpern aus Schafserum 

Aus dem Rohserum eines mit rekombinamem N-terminalem proBNP immunisienen 
Schafs wurden Lipidbestandteile durch Delipidierung mit Aerosil (1,5%) entfernt. 
Danach wurden die Immunglobuline mit Ammoniumsulfat (2M) ausgefallt. Der geldste 
Niederschlag wurde gegen 1 5mM KP0 4 , 50mM NaCl pH 7.0 dialysiert und uber DEAE- 
Sepharose chromatographiert. Die IgG-Fraktion, PAK<rec. NT-pro-BNP>S-IgG(DE), 
befand sich im Durchlauf. 

3. Sequenzielle Affin itatschromatouraphie zur Hersteilung von NT-pro-BNP spezifischen 
polvklonalen Antiknrpem 

Fur die Aufreinigung von NT-proBNP spezifischen, gegen die Aminosauren 1-21 
gerichteten polyklonalen Antikbrpern, PAK<rec. NT-pro-BNP>M-IgG(IS,l-21), wurde 
das C-terminal biotinyiierte Peptid HPLGSPGSASDLETSGLQEQR-Bi (1-21-BL SEQ ID 
NO 7) verwendet. Die Affinitatsmatrix wurde durch Beladen von 10ml Streptavidin 
beschichteten Methacrylatpolymer-Partikeln (Boehringer Mannheim, Best. Nr. 1529188) 
mit Img Peptid (1-21-Bi) hergestellt. 
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Mit 10ml der Affinitatsmatrix wurde eine Saule gepackt una mit 50rnM KP0 4 , 150mM 
NaCl pH 7.5 (PBS) aquilibrien. Fur den ersten Schritt der sequenziellen Affinitats- 
chromatographie wurden 850mg PAK<NT-pro-BNP>S-lgG(DE) auf die Saule aufge- 
zogen. Der Durchlauf wurde fur einen zweiten Schritt (siehe unten) aufgehoben. Die 
Saule wurde mit PBS und 20mM KP0 4 , 500mM NaCl, 0,1% Triton X-100, 0,5% Na- 
Deoxicholsaure pH 7.5 gewaschen. Das spezifisch an die Affinitatsmatrix gebundene IgG 
wurde mit ImmunoPure* Gentle Ag/Ab Elution BuflFer (Pierce. Product #: 21013) eluiert. 
Die Affinitatsmatrix wurde mit 1M Propionsaure regeneriert und in PBS/NaN^ gelagert. 

Auf die gleiche An und Weise wie oben beschrieben, wurde das Peptid Bi-ELQVEQTSL 
(Bi-30-38 SEQ ID NO 8) fur die Herstellung einer Affinitatsmatrix zur Aufreinigung von 
NT-pro-BNP spezifischen. gegen die Aminosauren 30-38 gerichteten immunoglobulinen 
verwendet. PAK<rec. NT-pro-BNP>M-IgG(IS.30-38) wurde aus dem Durchlauf der 
ersten Affinitatsreinigung gewonnen. 

4. Biotinvlierung von PAK<NT-pro-BNP>S-IgGQS.l-2n 

Die affinitatsgereinigten Antikorper werden gegen den BiotinylierungspufFer (lOOmM 
KP0 4 , 70mM NaCl pH 8 .0) diaiysiert und anschlieBend wird die Losung auf eine 
Proteinkonzentration von lma'ml eingestellt. D-Biotinoyl-Aminocapronsaure-N- 
Hydroxysuccinimidester wird in DMSO gelbst und in einem molaren Verhaltnis von 
1 :7.5 der Antikdrperlosung beigemischt. Die Reaktion wird durch Zugabe vori L-Lysin 
gestoppt und das uberschussige Markierungsreagenz wird durch Dialyse entfernt. 

5, Dieoxigenvlierung von PAK<NT-pro-BNP>S-IeGaS. 30-38) 

Die affinitatsgereinigten Antikorper werden gegen den Digoxigenylierungspuffer 
(lOOmM KPO4, 70mM NaCl pH 7,6) diaiysiert und anschlieBend wird die Losung auf 
eine Proteinkonzentration von lmg/ml eingestellt. Digoxigenin-3-CME-N-Hydroxy- 
succinimidester wird in DMSO geiost und in einem molaren Verhaltnis von 1:5 der 
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Antikorperibsung beigemischt. Die Reaktion vvird durch Zugabe von L-Lysin gestoppt 
und das uberschussige Markierungsreagenz wird durch Dialyse entfernt. 

Beispiel 3 

Herstellung und Screening nach monoklonaien Antikorpern gegen N-terminales 
proBNP (1-76) 

1. Gewinnung von monoklonaien Antikorpern gegen NT-pro-BNPf 1-76) 

Balb/c-Mause. 8-12 Wochen ah, werden mit 100 |ig rekombinantem N-terminalem 
proBNP- Antigen, mit komplettem Freundschen Adjuvans, intraperitoneal immunisiert. 
Nach 6 Wochen werden drei weitere Immunisierungen in 4 wochigem Abstand 
durchgefuhrt. Eine Woche nach der letzten Immunisierung erfolgt eine Blutabnahme und 
die Bestimmung des Antikorpertiters im Serum der Versuchstiere. Aus positiv 
reagierenden Mausen werden aus der Milz dieser Tiere die B-Lymphozyten gewonnen, 
die mit einer permanenten Myelomzellinie fusioniert werden. Die Fusionierung erfolgt 
nach dem bekanmen Verfahren von Kohler und Millstein (Nature 256, 1975, S. 495 - 
497). Die hierbei gebiideten Primarkulturen von Hybridzellen werden in ubiicher Weise, 
z.B. unter Vervvendung eines handelsiiblichen Zellsorters oder durch ''limiting dilution" 
kloniert. Es werden nur die Klonkulturen weiterverarbeitet, die in einem geeigneten 
Testverfahren. beispieisweise einem Enz\'m-Immuno-Assay (ELISA- Verfahren), positiv 
mit rekombinantem N-tenminalem proBNP reagieren und natlirliches N-terminales 
proBNP in Patientenseren erkennen (siehe Punkt 2.). Man erhalt so mehrere Hybridoma- 
Zellinien, die die erfindungsgemaBen monoklonaien Antikorper produzieren. 

Zur Erzeugung von Aszites werden 5 x 1 0 6 Hybridomzellen intraperitoneal in Balb/c 
Mause gespritzt. die zuvor 1-2 mal mit 0,5 ml Pristan vorbehandelt worden sind. Nach 2- 
3 Wochen kann aus dem Bauchraum der Mause Aszites-Flussigkeit gewonnen werden. 
Hieraus konnen in ubiicher Weise die Antikorper isoliert werden. Diese monoklonaien 
Antikorper sind spezifisch gegen humanes N-terminales proBNP gerichtet. Sie werden 
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im folgencien MAK M 10.1,1 1 bzw. MAK M 13.4. 14 bezeichnet. Die beiden 
monoklonalen Antikorper gehoren der Subklasse IgGK kappa an. 

Aufdiese Weise konnten die beiden Hybridoma-Zellinien Klon M 10.1.11 und M 13.4.14 
isoliert werden, die bei der DSMZ. wie oben erwahnt, hinterlegt wurden. 

2. Screening-Test auf Antikorper gegen pro-BNP-Peptide und rekombinantes NT-pro- 



Um die Anwesenheit und Spezifitat von Antikorpern gegen NT-proBNP im Serum 
immunisiener Mause. im Kukunuberstand der Hybridzellen oder in Aszitesfliissigkeit zu 
erkennen. wurden die Klone mit folgenden Testprinzipien bewertet: 

a) Reaktivitat mit rekombinantem N-terminalem proBNP 

Mikrotiterplatten (Fa. Nunc. Maxisorb) werden mit 2,5 ^xg/ml rekombinantem NT-pro- 
BNP als Antigen in Beladungspuffer (Fa. Boehringer, 0,2 M Natriumcarbonat/- 
Bicarbonat, pH 9.3-9.5, Cat. No. 726 559) 100 ul/well, 1 Stunde bei Raumtemperatur 
unter Schiittein, gebunden Die Nachbeladung erfolgt in PBS-Puffer (Phosphate Buffered 
Saline, Fa. Oxid. Code-BR 1 4a> und 1% Byco C. 30 Minuten. Anschlieflend wird mit 
Waschpuffer gewaschen (0.9 Natnumchlorid-Losung, 0,05 4 % Tween 20). Die 
Antikorperprobeninkubation erfolgt mit 100 |il/well, I Stunde bei Raumtemperatur unter 
Schiitteln. Dann wird erneut zweimal mit Waschlosung gewaschen. Dann erfolgt eine 
weitere Inkubation mit dem Nachweisantikorper PAK<M-Fcy>S-Fab-Peroxi- 
dasekonjugates (Boehnnger Mannheim, Kat. Nr. 1500 686), 100 mU/mL 100 ul/well, 1 
Stunde bei Raumtemperatur unter Schutteln. Nach einem erneuten Waschschritt mit 
Waschpuffer wird die Peroxidaseaktivitat in ublicher Weise bestimmt (beispielsweise mit 
ABTS*, 30 Minuten bei Raumtemperatur, abgelesen wird die Extinktionsdifferenz in 
mE, bei 405 nm mittels eines ELISA-Readers. 



BNP 



b) Reaktivitat mit N-terminalen proBNP-Peptiden: 
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In diesem Fall werden Streptavidin-beiadene Mikrotiterplattenrnit NT-pro-BNP-Peptid- 
Biotinkonjugaten der Sequenzen 1-10. 8-18. 1-21, 16-30, 30-38, 39-50, 50-63 oder 64- 
76 als Antigen, 250 ng/ml in PBS-Puffer (Phosphate Buffered Saline. Fa. Oxid, Code-BR 
14a) mit 0.5 % Byco C , 100 [il/well, 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schiitteln, 
gebunden. AnschlieQend wird mit Waschpuffer gewaschen (0.9 Natriumchlorid-Losung, 
0,05 1 % Tween 20). Die Antikorperprobeninkubation und die Nachweisreaktion erfolgt 
wie unter a) beschrieben. Aufgrund der Reaktivitat mit bestimmten NT-pro-BNP- 
Peptiden kann die Lage des Epitops erfafit werden. 

c) Reaktivitat mit nativem N-terminalem proBNP in der Patientenprobe 

Mikrotiterpiatten (Fa. Nunc, Maxisorb) werden mit 5 ^g/ml PAK<human pro-BNP>S- 
IgG (IS,(1-21) bzw. (30-38)S-IgG in Beschichtungspuffer(Fa. Boehringer, 0.2 M 
NatriumcarbonatZ-Bicarbonat, pH 9,3 -9,5, Cat. No. 728 559) 100 ^1/well, 1 Stunde bei 
Raumtemperatur unter Schiitteln, gebunden. Die Nachbeladung erfolgt in PBS-Puffer 
(Phosphate Buffered Saline. Fa. Oxid. Code-BR 14a) und 1% Byco C, 30 Minuten. 
AnschlieBend wird mit Waschpuffer gewaschen (0,9 Natriumchlorid-Ldsung, 0,05% 
Tween 20). Die lnkubation mit nativem Antigen in Patientenplasma, verdunnt in PBS- 
Puffer.erfolgt mit 100 ul/well. 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schiitteln. Nach 
einem erneuten Waschschritt erfolgt die Antikorper-probeninkubation mit 100 |il/well, 1 
Stunde bei Raumtemperatur unter Schlitteln. Dann wird erneut zweimal mit Wasch- 
losung gewaschen und es erfolgt eine weitere lnkubation mit dem Nachweisantikorper 
PAK<M-Fcy>S-Fab-Peroxidase-konjugates (Boehringer Mannheim GmbH, Kat. Nr. 
1500 686), lOOmU/ml. 100 |il/well, 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Schiitteln. 
Nach einem erneuten Waschschritt mit Waschpuffer wird die Peroxidaseaktivitat in 
ublicher Weise bestimmt (beispielsweise mit ABTS ", 30 Minuten bei Raumtemperatur, 
abgelesen wird die Extinktionsdifferenz in mE, bei 405 nm mittels eines ELISA- 
Readers). 
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3. Ereebnisse: Reaktionsmuster der monoklonalen una polvklonaten Antikorper gegen 
N-terminales proBKP 

a) Reaktivitat der MAKs (c = 5 ng/ml) aus Immunisierung mit N-terminalen proBNP- 

Peptiden: 
Tabelle 1: 



MAK 


Immu- 
nopen 


Reaktivitat mit 
Pro-BNP-Peptiden 


Rec. pro- 
BNP 


Natives 
pro-BNP 






1-10 |8-18 11-21 116-30 130-38 139-50 


50-63 164-76 






5.2.27 


1-10 


1.42 I 0.04 | 1.48 


0.05 


0.03 


0.04 


0.04 1 0.04 


1.16 


0.30 


2.1.4 


16-30 


0.04 10.04 


0.04 


1.86 


0.04 


0.04 


0.04 1 0.04 


0.1 


0.02 


1.2.6 


39-50 


0.04 |0.04 


0.03 


0.04 


0.03 


1.23 


0.03 i 0.04 


0.44 


0.06 



Die monoklonalen Antikorper. die aus Immunisierungen mit unterschiedlichen Peptiden .) 
erhalten wurden. reagieren sehr stark mit den jeweiligen Peptiden. Die Reaktivitat mit 
dem rekombinanten N-terminalen proBNP ist nur bei 2 monoklonalen Antikorpern ru 
erkennen, wahrend mit nativem N-terminalen proBNP in einem Patientenpool keine 
Reaktion erfolgt (siehe Tabelle 1). 

b) Reaktivitat der monoklonalen Antikorper (MAK) aus Immunisierung mit 
rekombinantem N-terminalem proBNP: 



Tabelle 2: 



MAK 


Reaktivitat mil 
Pro-BNP-PeDUden 


Rec. pro- 
BNP 


Natives 
proBNP 




1-10 1 8-18 | 1-21 | 16-30 


30-38 |39-50 150-63 164-76 






10.1.11 


0.04 0.97 I 1.03 1 0.04 


0.04 


0.06 


0,04 


0.04 


1.61 


1.70 


10.3.19 


0.04 |0.04 


0 04 


0.04 


0.04 


0.05 


0.04 


0.03 


1.24 


0.91 


10.3.30 


0.04 |0.04 


0.03 


0.04 


0.04 


0.06 


0.04 


0.03 


1.43 


0.79 


13.4.14 


0.04 10.04 


0.U4 


0.04 


0.04 


0.05 


0.03 


0.04 


1.65 


1.83 


13.1.18 


0.04 |0.04 


0.03 


0.04 


1.14 


0.03 


0.04 1 0.04 


1.47 


0.56 


13.2.22 


0.04 | 0.04 | 0.04 j 0.04 


0.04 


0.03 


0.04 1 0.04 


1.82 


1.61 



Die monoklonalen Antikorper aus der Immunisierung mit rekombinantem N-terminalen 
proBNP reagieren nur vereinzelt mit Peptiden. aber sehr stark mit rekombinantem N- 
terminalen proBNP bzw. mit nativem N-terminalen proBNP in einem Patientenpool. Die 
Nichtreaktion einzelner monoklonaler Antikorper mit den Peptiden deutet auf die 
Erkennung sogenannter Konformationsepitope hin (siehe Tabelle 2). 
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c) Reaktivitat der PAKs aus Immunisieaing mit rekombinamem N-temninalem proBNP: 



Tabelie3: 



PAK 


Immun- 
sorption 


Reakuviiat mit 
Pro-BNP-Peoiiden 


Rec. pro- 
BNP 


Natives 
pro-BNP 






1-10 I 8-18 t 1-2 1 16-30 130-38 139-50 150-63 


64-76 






S-9212 


ohne 


0 13 1 1.81 1 1.98 | 1.16 


2.99 1 0.83 


1.22 


0.06 


0.89 




S-9212 


1-21 


0.99 1 2.99 12.99 1.00 


0.20 


0.13 


0.20 


0.15 


1.98 


1.41 


S-9212 


30-38 


0.08 10.07 10.07 (0.07 


2.99 


0.06 


0.17 


0.06 


2.99 


1.41 



Der gewonnene PAK reagierte am starksten mit den Peptiden 1-21 und 30-38. Aus 
diesem Grund wurden diese Epitope ausgewahlt und der PAK mit Hilfe dieser Peptide 
positiv immunsorbien. Der mit Peptid 1-21 immunsorbierte PAK reagiert am starksten 
mit der Region 8-20 und deutlich abgeschwacht mit der N-terminalen Sequenz 1-10. Die 
so immunsorbierten PAKs reagieren sehr stark mit dem rekombinanten N-terminalen 
proBNP und im PAK/PAK-Sandwichformat mit der nativen Probe (siehe Tabelle 3). 

Beispiel 4 

Hochsensitiver Immunoassay zur Bestimmung von NT-pro-BNP 

Mit Hilfe der in Beispiel 2 und 3 gewonnenen Antikorper konnte ein hochsensitiver 
( Immunoassay aufgebaut werden. Generell sind alle Testformate geeignet, bei denen 2 

Antikorper mit unterschiedlicher Epitoperkennung eingesetzt werden. Als Beispiel wird 
ein sogenannter Sandwich-ELISA beschrieben. 

Als Festphase wurde eine mit Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatte (MTP) 
verwendet. 10 ^il unbehandelte Probe oder Kalibrator wird zusammen mit 100 ^1 Puffer, 
der die beiden epitop-spezifischen Antikorper enthalt, in die MTP-Napfe pipettiert und 1 
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Als Antikorper wurden 1 |ig/ml biotinylierter 
PAK<rec. NT-pro-BNP>S-IgG(IS,l-21) und 0.5 ng/ml digoxigenylierter PAK< rec. 
NT-pro-BNP>S-IgG(IS. 30-38) eingesetzt. AnschlieBend wird die Losung abgesaugt und 
3x mit 350 |il Waschpufter gewaschen. Danach werden 100 ul Konjugatosung 
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dazupipeuiert und wiederum i h bei Raunuemperatur inkubien. Als Konjugat wird ein 
Anti-Digoxin-Antikoper-POD-Konjugat in einer Konzemration von 100 mlU/ml 
verwendet. AnschlieQend wird die Konjugatlosung abgesaugt und 3x mit 350 \il 
WaschpufFer gewaschen. Zum SchluB wird ABTS^-Substratlosung in die Wells pipettiert 
und 30 Minuten bei Raumtemperatur gemessen. Nach Erreichen der 30-miniitigen 
Substratreaktion wird die Mikrotiterplatte sofort in einem MTP-Reader bei einer 
Wellenlange von 405 nm gegen die Referenzwellenlange von 495 nm vermessen. 

Zur Bestimmung der Sensitivitat wurde eine Eichkurve erstellt und die Prazision des 
Nullstandards (n = 2 1 ) bestimmt. Als Kalibratoren wurde humanes EDTA-Plasma 
verwendet, welches mit rekombinantem N-terminalen proBNP in der erforderlichen 
Konzemration aufgestockt wurde. Als Nullstandard wurde Rinderplasma verwendet. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt. 



Tabelle 4: 





Extinktion (Mittelwert) 


Standardabweichung 
(n-21) 


Kalibrator a: 0 ftnol/ml 


131 mE 


5.7 mE 


Kalibrator b: 5.04 fmol/ml 


268 mE 




Kalibrator c: 19.9 fmol/ml 


746 mE 




Kalibrator d: 50.5 fmol/ml 


1500 mE 




Kalibrator e: 100.9 fmol/ml 


2401 mE 





Anhand der Eichkurvensteilheit von 22.5 mE x ml/fmol und einem SD von 5,7 mE ergibt 
sich nach der Formel von Kaiser folgende untere Nachweisgrenze: 



UNG = 3 SD Nu iuundard/Ek-steilheit 



= 3 x 5.7/22.5 = 0.76 fmol/ml. 
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Beispiel 5 

Ermittlung der Probenstabilitat von N-terminalem proBNP 

Mit Hilfe des in Beispiel 4 beschriebenen Sandwich-ELISA wurde die Analytstabilitat 
von N-terminalem proBNP vermessen. Dazu wurden 4 Patienten mit NYHA-Klasse II- 
IH Blut in EDTA-haltigen Abnahmerbhrchen abgenommen und bei Raumtemperatur 
iiber 3 Tage aufbewahrt. Jeden Tag wurde eine Probe entnommen und der Gehalt an N- 
terminalem proBNP vermessen. Die Referenzprobe sowie die Proben zur Stabilitats- 
ermittlung in EDTA-Plasma wurden sofort auf 4°C - 8°C abgekiihlt und innerhalb von 15 
Minuten zentrifugien. Die EDTA-Plasmen wurden bei 4°C und Raumtemperatur 
aufbewahrt und zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb einer 24-stiindigen Belastungs- 
zeit vermessen. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 5 dargestellt. 



TabelleS: 



Belastungzeit 


Wiederfindune ( %) 


EDTA-Vollblut. Raumtemperatur 24 h 


98.8 


48 h 


98.0 


72 h 


100.5 


EDTA-Plasma. 4°C 2 h 


97.5 


4h 


98.5 


6h 


102.0 


24 h 


103.0 


EDTA-Plasma. RaumtemDeratur 2 h 


103.0 


4h 


104.8 


6h 


102.0 


24 h 


96.0 



Diese Daten belegen, daB N-terminales proBNP innerhalb der geprliften Zeitpunkte 
vollkommen stabil ist und somit als Routineparameter verwendbar ist. Dieses Ergebnis ist 
widerspriichlich zur Literatur (Hunt et. al.. Clinical Endocrinology, 47, 287 (1997)) und 
bestatigt die Annahme, daB durch Auswahl und Design dieses Testformats mit 2 
spezifischen Antikorpern, deren Epitope nicht am auBeren Ende des Analyten liegen, die 
Analytstabilitat beeinfluBt werden kann. 
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Beispiei 6 

Ermittlung der diagnostischen Sensitivitat des N-terminaien proBNP-Assays 

Zur Ermittlung der diagnostischen Sensitivitat wurde wiederum der in Beispiei 4 
beschriebene Test verwendet. Dazu wurden 1 14 Gesunde und 235 Patienten mit einer 
NYHA-Klassifizierung zwischen I und IV vermessen. Normaierweise ist es besonders 
kritisch, Gesunde von Patienten mit NYHA-Klasse I zu unterscheiden. 

Mit diesem hochsensitiven Assay wurde bei den 1 10 gesunden Blutspendern ein 
Medianwert von 6,6 fmol/ml NT-proBNP mit einer Standardabweichung von 7,3 
finol/ml ermittelt. Der niedrigste Wert wurde mit 0,2 fmoi/ml ermitteit. Dies zeigt 
deutlich, daB eine Sensitivitat < 1.0 fmol/ml notwendig ist, um den Referenzbereich 
genau zu erfassen. Mit Hilfe dieser Verteilung wurde der obere Normalwertbereich 
(97.5% Percentile) mit 26.6 fmol/ml ermittlet. 

Unter Annahme des Referenzwertbereichs von 0 - 26.6 fmol/ml wurden von den 233 
Patienten mit NYHA-Klassifizierung I-IV nur 16 Patienten mit einem Wert im 
Normalbereich ermittelt. Dies entspricht einer klinischen Sensitivitat von 93.3%. Werden 
nur die Patienten mit einer NYHA-Klassifizierung von I betrachtet, dann werden 30 der 
37 Patienten positiv erkannt. dies entspricht einer Sensitivitat von 81,1 %. 

Dieses Ergebnis bestatigt. daB durch diesen hochsensitiven N-terminalen proBNP-Assay 
eine deutliche Differenzierung zwischen Patienten mit einer Herzinsuffizienz der NYHA- 
Klasse I von gesundem Normalkollektiv unterscheidbar ist. Dies konnte mit den bisher 
im Stand der Technik verfugbaren Assays (Dagubatti et aL Cardiovascular Research 36 
(1997), 246 nicht erreicht werden. 
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